Determination of Antifungal Effect of guava isolated Phaeosphaeria sp. against relevant agri-food fungi by Kanemaru, Michel Yudi Shinkai, 1993-
 UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS 











DETERMINAÇÃO DO EFEITO ANTIFÚNGICO DE Phaeosphaeria 
















2017   
MICHEL YUDI SHINKAI KANEMARU 
 
 
DETERMINAÇÃO DO EFEITO ANTIFÚNGICO DE Phaeosphaeria 


















Dissertação apresentada à 
Faculdade de Engenharia de 
Alimentos da Universidade Estadual 
de Campinas como parte dos 
requisitos exigidos para a obtenção 









Orientador: Prof. Dr. JULIANO LEMOS BICAS 




Agência(s) de fomento e nº(s) de processo(s): CNPq, 132495/2015-5  
Ficha catalográfica Universidade Estadual de Campinas 
Biblioteca da Faculdade de Engenharia de Alimentos 
Márcia Regina Garbelini Sevillano - CRB 8/3647 
        
    Kanemaru, Michel Yudi Shinkai, 1993-   
 K131d KanDeterminação do efeito antifúngico de Phaeosphaeria sp. isolado de  
goiaba contra fungos de relevância agroalimentar / Michel Yudi Shinkai 
Kanemaru. – Campinas, SP : [s.n.], 2017. 
     
    KanOrientador: Juliano Lemos Bicas. 
    KanCoorientador: Eder da Costa dos Santos. 
   KanDissertação (mestrado) – Universidade Estadual de Campinas, Faculdade 
de Engenharia de Alimentos. 
       
   Kan1. Antifúngicos. 2. Atividade antimicrobiana. 3. Concentração inibitória  
mínima. 4. Phaeosphaeria. I. Bicas, Juliano Lemos. II. Santos, Eder da Costa 
dos. III. Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de Engenharia de 
Alimentos. IV. Título. 
Informações para Biblioteca Digital 
Título em outro idioma: Determination of Antifungal Effect of guava isolated 
Phaeosphaeria sp. against relevant agri-food fungi  
Palavras-chave em inglês: 
Antifungal 
Antimicrobial activity 
Minimum inhibitory concentration 
Phaeosphaeria 
Área de concentração: Ciência de Alimentos 
Titulação: Mestre em Ciência de Alimentos 
Banca examinadora: 
Juliano Lemos Bicas [Orientador] 
Marta Hiromi Taniwaki 
Felix Guillermo Reyes Reyes 
Data de defesa: 20-03-2017 







Prof. Dr. Juliano Lemos Bicas 
(Orientador) 







Profa. Dra. Marta Hiromi Taniwaki 
(Membro) 






Prof. Dr. Felix Guillermo Reyes Reyes 
(Membro) 







Profa. Dra. Marta Cristina Teixeira Duarte 
(Suplente) 







Dra. Katia Cristina Kupper 
(Suplente) 






Ata da defesa com as respectivas assinaturas dos membros encontra-se no processo de vida 





Aos meus pais e parentes.  
À Aline Wasem Zanotto, pelo carinho, companheirismo, incentivo e principalmente 
paciência durante todo o mestrado.  
Aos membros da banca, pelas correções e sugestões valiosas.  
Ao professor Juliano Lemos Bicas, meu orientador, pela oportunidade, estímulo e 
paciência durante o desenvolvimento dessa dissertação. 
Ao professor Eder da Costa dos Santos, por me coorientar, pela confiança, apoio e 
incentivo. 
A todos os companheiros do Laboratório de Bioaromas e Compostos Bioativos e do 
Laboratório de Biotecnologia de Alimentos. 
A Angélica, Débora, Dora e Nadir, que são fundamentais para o bom funcionamento 
dos laboratórios e das pesquisas. 
À Dr.ª Marta Cristina Teixeira Duarte e Dr.ª Renata Maria Teixeira Duarte da  
CPQBA pela ajuda para realização das análise de CIM e CFM.  
À Dr.ª Valéria Maia de Oliveira e Msc. Tiago Rodrigues e Silva do CPQBA pelas 
cepas de fungos cedidas do CBMAI e identificação molecular do fungo utilizado 
nessa dissertação. 
Ao Dr. Geraldo José Silva Júnior da Fundecitrus por ceder gentilmente as cepas de 
fungos. 




A contaminação fúngica é um dos principais problemas na produção de alimentos. 
Responsável por diversas doenças fitopatogênicas, também implica na deterioração 
e perdas pós-colheita, gerando 25-50% de redução na produção. Para reduzir os 
prejuízos decorrentes da contaminação fúngica no campo, a principal medida é o uso 
de antifúngicos. Entretanto, há um crescente número de casos de resistência aos 
compostos utilizados, além do fato de que vários destes serem classificados como 
possíveis carcinogênicos em humanos. Assim, estudos para a descoberta de novos 
compostos com novos mecanismos de ação e que sejam mais seguros são de grande 
importância para ampliar o número de substâncias disponíveis para o uso comercial. 
Em um estudo preliminar foi isolada de goiaba uma cepa fúngica, chamada GV-1, que 
demonstrou interessante atividade antifúngica. Deste modo, este trabalho teve como 
objetivo estudar o fungo GV-1, identificado por técnicas moleculares como 
Phaeosphaeria sp., de forma a produzir e avaliar sua atividade contra fungos de 
interesse agroalimentar. Na avaliação da interação do Phaeosphaeria sp. com as 
cepas de fungos alvos, Phyllostica citricarpa, Moniliophthora perniciosa e 
Colletotrichum nymphaea foram as espécies mais susceptíveis ao efeito antifúngico, 
o que foi evidenciado pelos maiores halos de inibição (57,83; 42,80; 39,07 mm 
respectivamente) dentre todas as linhagens testadas. Neste ensaio, apenas o fungo 
Penicillium sp. demonstrou ser resistente (sem halo de inibição) nas condições 
avaliadas. O estudo cinético do fungo Phaeosphaeria sp. cultivado em meio líquido 
YM indicou que a atividade antifúngica atingia seu ápice em 96 horas de fermentação 
a 25 °C e 175 rpm, o que coincidiu com a entrada na fase estacionária de crescimento. 
O extrato aceto etílico (EAC) obtido nestas condições apresentou halo de inibição por 
disco-difusão (100 µg de EAC por disco) entre 61,77 a 13,07 mm para P. citricarpa e 
Alternaria sp., respectivamente, não demonstrando atividade antifúngica contra 
Penicillium sp. e Aspergillus sp. nessa concentração. A concentração fungicida 
mínima (CFM) do EAC para o Colletotrichum nymphaea foi de 0,25 g.L-1 sendo o fungo 
mais sensível, enquanto os fungos Colletotrichum acutatum, Cunninghamella 
binarieae e Fusarium oxysporum obtiveram uma CFM de 0,50 g.L-1. Dos fungos 
avaliados, Alternaria sp. e Aspergillus niger foram os mais resistentes, tendo como 
CFM 1,00 g.L-1. Como extratos contêm uma gama de compostos diferentes e 
normalmente apenas alguns poucos compostos são responsáveis pela atividade 
antimicrobiana, esses resultados são bem promissores, pois os resultados obtidos 
indicam que os compostos antifúngicos em questão apresentam CFM melhores que 
alguns fungicidas comerciais. Assim, este trabalho representa a etapa inicial para a 
obtenção de novos compostos antifúngicos potencialmente úteis para o setor 
agroindustrial. Trabalhos de purificação e caracterização química e toxicológica deste 
extrato serão essenciais, visando sua aplicação. 
 
Palavras-chave: Antifúngico, Atividade Antimicrobiana, Concentração inibitória 




Fungal contamination is one of the major problems in food production. Fungi is 
responsible for phytopathogenic diseases and post-harvest deterioration, generating 
25-50% production loss. One of main strategies for reducing the damage caused by 
fungal contamination refers to the use of antifungals. However, there are increasing 
cases of fungal resistance, and several antifungal compounds are classified as 
potential carcinogenic to humans. Therefore, studies for discovering other compounds 
with new and safer mechanisms of action have great importance for expanding the 
number of substances available for commercial use. In a previous study, a fungal strain 
isolated from guava, called GV-1, demonstrated antifungal activity. The aim of the 
present work was to study GV-1, identified by molecular techniques as Phaeosphaeria 
sp., evaluating its inhibitory activity against fungi of agrifood interest. The interaction of 
Phaeosphaeria sp. with target fungus strains revealed that Phyllostica citricarpa, 
Moniliophthora perniciosa and Colletotrichum nymphaea were the most susceptible 
species to the antifungal effect, which was evidenced by the greater inhibition zone 
(57.83, 42.80, 39.07 mm, respectively) among all strains tested. Under the conditions 
evaluated only Penicillium sp. was resistant (without inhibition zone). A kinetic study of 
Phaeosphaeria sp. grown in YM liquid medium showed that the supernatant antifungal 
activity was maximum after 96 h of fermentation at 25 °C and 175 rpm, coinciding with 
the start of stationary phase of growth. The acetoethyl extract (AEC) obtained in these 
conditions showed inhibition zones between 61.77 and 13.07 mm in disk diffusion test 
(100 μg per disc) for P. citricarpa and Alternaria sp., respectively, not having activity 
against Penicillium sp. and Aspergillus sp. The minimal fungicide concentration (MFC) 
of AEC for Colletotrichum nymphaea was 0.25 g.L-1, the most sensitive strain, while 
for Colletotrichum acutatum, Cunninghamella binarieae and Fusarium oxysporum the 
MFC was 0.50 g.L-1. Alternariasp. and Aspergillus niger were the most resistant strains, 
presenting MFC of 1.00 g.L-1. Extracts may contain several different compounds and 
only normally a few of them are responsible for the antifungal activity. Therefore, the 
results presented here are quite promising because they suggest that the antifungal 
compound(s) produced by Phaeosphaeria sp. have lower MFC than some commercial 
antifungals. This work represents an initial step to obtain new potentially antifungal 
compounds useful for the agrifood sector. The purification, chemical and toxicological 
characterization of this extract are essential for future applications. 
 
Key-words: Antifungal, Antimicrobial activity, Minimum inhibitory concentration, 
Phaeosphaeria. 
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Os fungos representam um dos principais problemas na produção 
agroalimentar, sendo capazes de atacar a planta, contaminar o alimento durante o 
transporte e armazenamento além de ocasionar perda de qualidade e produtividade 
(DEAN et al., 2012; JAY, 2000; PITT; HOCKING, 2009). Podem causar prejuízos que 
em alguns casos podem alcançar até mais de 90% da produção de alguns alimentos 
(DEAN et al., 2012). Esses prejuízos decorrentes da contaminação e redução na 
produção podem causar danos sociais devastadores, a exemplo da Irlanda, onde 
entre os anos de 1845 e 1852 houve a morte de milhões de pessoas decorrente da 
escassez de batatas, cuja produção foi severamente comprometida pela 
contaminação pelo fungo Phytophthora infestans (NUSTELING, 2009). Atualmente, 
devido à melhora do sistema de distribuição, grandes perdas associadas à 
contaminação fúngica não geram impactos na disponibilidade de alimentos, 
entretanto, a contaminação dos alimentos por toxinas fúngicas (micotoxinas) 
representa um grande problema de saúde pública, causando diversas mortes 
principalmente em regiões pobres com escassez de alimentos. Na Tanzânia, por 
exemplo, a presença de micotoxinas é responsável por mais de 3 mil mortes 
anualmente (BUGUZI, 2016; FAZEL, 2016). 
Dentre os diversos fungos filamentosos contaminantes comuns na 
produção de alimentos, os gêneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium se destacam 
como os principais (JAY, 2000; PITT; HOCKING, 2009); além do gênero Alternaria, 
agente causal da alternariose em tomate (LEE; PATRIARCA; MAGAN, 2015); o 
gênero Colletrotrichum, responsável pela antracnose em Citrus, mamão e outras 
frutas (DEAN et al., 2012); o gênero Moniliophthora, causador da vassoura-de-bruxa, 
uma das doenças mais importante na cultura de cacau (PLOETZ, 2006); e o gênero 
Phyllosticta, um importante fitopatógeno na produção de Citrus, também conhecido 
por pinta preta de Citrus (EFSA, 2014; USDA, 2010; WIKEE et al., 2011). 
De modo a reduzir a contaminação fúngica e minimizar as perdas de 
alimentos, a principal estratégia da agroindústria consiste no uso de antifúngicos. Tais 
compostos são divididos em: (i) antifúngicos de contato, baseado em sais de cobre e 
enxofre, que afetam a microbiota natural e podem causar danos as plantas se aplicado 
em temperaturas elevadas; (ii) e antifúngicos sistêmicos, como o azóis e as 
estrobilurinas, que apresentam elevado risco para desenvolvimento de estirpes 
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resistentes e resistência cruzada (DENNING; PERLIN, 2011; EFSA, 2014). Um dos 
principais aspectos negativos associados ao uso de tais compostos é o fato de vários 
serem classificados como possíveis carcinogênicos em humanos pela Agência 
Internacional de Pesquisa em Câncer (IARC) e a Agência de Proteção Ambiental dos 
Estados Unidos (EPA), além da crescente resistência fúngica aos compostos 
existentes comercialmente. Há, portanto, uma necessidade crescente de pesquisar 
novos compostos antifúngicos. Nesse contexto, os fungos são uma importante fonte 
para descoberta de novos compostos bioativos e antimicrobianos (AN, 2005; ARORA, 
2004). Nos últimos anos, diversas pesquisas relataram a descoberta de importantes 
compostos antifúngicos derivados do metabolismo de fungos, como as estrobilurinas, 
equinocandinas e griseofulvina, as quais estão disponíveis comercialmente 
(BARTLETT et al., 2002; ESCHENAUER; DEPESTEL; CARVER, 2007; GOLDMAN et 
al., 1960). 
Durante um projeto de conclusão de curso na UTFPR-Francisco Beltrão, 
foi isolado um fungo da goiaba verde, chamado GV-1 e posteriormente identificado 
como Phaeosphaeria sp., o qual apresentou interessantes propriedades antifúngica 
(KANEMARU, 2014). Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo dar 
continuidade a este estudo pela avaliação do potencial antifúngico do fungo 





2.1 Objetivo geral 
 
Estudar atividade antifúngica do fungo filamentoso Phaeosphaeria sp. 
isolado de goiaba contra fungos de relevância agroalimentar. 
 
2.2 Objetivos específicos 
 
• Testar o fungo Phaeosphaeria sp. quanto a habilidade de inibir o 
crescimento de 16 cepas de fungos filamentosos. 
• Avaliar a cinética de crescimento e potencial antifúngico do 
sobrenadante da cultura de Phaeosphaeria sp. cultivado em fermentação submersa. 
• Confirmar a atividade a antifúngica do extrato aceto etílico do 
sobrenadante da cultura de Phaeosphaeria sp. contra 16 cepas de fungos 
filamentosos de importância agroalimentar. 
• Quantificar a atividade antifúngica do extrato aceto etílico do 
sobrenadante da cultura de Phaeosphaeria sp. em termos de concentração inibitória 




3 REVISÃO BIBLIOGRAFICA 
3.1 Fungos em alimentos  
 
Os fungos são organismos eucariotos que se adaptaram e evoluíram em 
uma ampla gama de formas diferentes (AN, 2005; CARLILE; WATKINSON; GOODAY, 
2001). Acredita-se que o reino Fungi possua entre 1x106 a 5x106 espécies, sendo que 
menos de 10% destas foram descritas (BLACKWELL, 2011). De acordo com suas 
caraterísticas biológicas, são seres eucariotos e heterotróficos classificados de acordo 
com suas estruturas morfológicas como fungos leveduras (unicelulares) ou fungos 
filamentosos (multicelulares) (CARLILE; WATKINSON; GOODAY, 2001; SUMBALI; 
JOHRI, 2005). 
Em alimentos, os fungos compreendem um grupo importante de micro-
organismos, pois desde a antiguidade a humanidade os utiliza empiricamente para a 
produção de diversos produtos fermentados, como cervejas, vinhos e pães (AN, 2005; 
SUMBALI; JOHRI, 2005). Mais recentemente os fungos também tiveram grande 
importância para a indústria farmacêutica, particularmente após a descoberta e 
produção de compostos bioativos, tais como a penicilina, a ciclosporina e a 
compactina (AN, 2005; KAWAGUCHI et al., 2013). Entretanto, os fungos também 
estão envolvidos com grandes prejuízos na produção agroalimentar, uma vez que o 
ataque fúngico na planta, durante a produção do alimento, transporte e 
armazenamento, acarreta em perda de qualidade, produtividade e possíveis riscos à 
saúde (DEAN et al., 2012; JAY, 2000; PITT; HOCKING, 2009). 
Assim, os fungos, quando não controlados, podem gerar prejuízos que 
podem ultrapassar 90% de redução na produção de diversos produtos 
agroalimentares (DEAN et al., 2012; FAVRE-GODAL; QUEIROZ; WOLFENDER, 
2013). Os danos causados podem ter consequências sociais devastadoras, a exemplo 
do fungo Phytophthora infestans, responsável por causar a ferrugem tardia em 
batatas, nos anos de 1845 até 1852, gerando escassez de alimentos causando a 
morte de milhões de pessoas na Irlanda (NUSTELING, 2009). Haverkort et al. (2008) 
estimam que os danos da ferrugem tardia ainda causam um prejuízo anual de 6,7 
bilhões de dólares na produção mundial de batata. 
Essa capacidade de causar prejuízos é devido a capacidade dos fungos se 
desenvolverem em amplo espectro de condições, com requisito de atividade de água 
0,85 ou superior, pH variando de 2 a 9 e faixa de temperatura de 10 a 35 °C para a 
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maioria das espécies. Porém, é possível encontrar vários exemplos de fungos 
capazes de crescer fora desses intervalos (CARLILE; WATKINSON; GOODAY, 2001; 
DEAN et al., 2012; JAY, 2000; SUMBALI; JOHRI, 2005). Assim, nos alimentos, os 
fungos encontram um ambiente ideal para o seu crescimento, pois possuem diversos 
nutrientes essenciais, substâncias orgânicas e água (JAY, 2000; PITT; HOCKING, 
2009; SUMBALI; JOHRI, 2005). Além disso, muitos alimentos, como os cereais, frutas, 
grãos e vegetais, possuem condições que desfavorecem o crescimento de bactérias, 
fazendo com que os fungos sejam os principais agentes de deterioração e danos ao 
alimento (JAY, 2000; PITT; HOCKING, 2009). Os principais danos causados incluem 
descoloração do alimento, redução no valor nutricional, redução no poder germinativo, 
perda de matéria seca, odor desagradável, presença de compostos de sabor 
desagradável, mudanças químicas e produção de compostos tóxicos (CARLILE; 
WATKINSON; GOODAY, 2001; JAY, 2000; PITT; HOCKING, 2009). 
Entre os fungos contaminantes comumente encontrados em alimentos 
destacam-se aqueles dos gêneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium. A maior 
preocupação com esses gêneros se refere ao fato de que diversas de suas espécies 
serem capazes de produzir micotoxinas, metabolitos tóxicos ao ser humano (JAY, 
2000; PITT; HOCKING, 2009). Além destes, outros gêneros se destacam como 
importantes fungos na produção de alimentos: Alternaria, Colletotrichum, 
Moniliophthora e Phyllosticta (DEAN et al., 2012; EVANS; BEZERRA; BARRETO, 




O gênero Alternaria possui aproximadamente 300 espécies capazes de 
sobreviver em uma ampla variedade de ambientes, especialmente na superfície das 
folhas, resíduos de senescência de plantas, no solo e também como fitopatógenos de 
plantas (LEE; PATRIARCA; MAGAN, 2015). Devido à sua natureza cosmopolita, é 
reportado e isolado em uma ampla gama de plantas, sem necessariamente causar 
danos (CHELKOWSKI; VISCONTI, 1997; GRECO et al., 2012; ÖZER; BAYRAKTAR, 
2015). Entretanto, é frequentemente reportado como responsável pela geração de 
prejuízos na produção de diversos alimentos como romã, trigo, repolho, couve, acelga, 
couve-flor, brócolis, couve-nabiça, sendo um dos principais patógeno nas culturas em 
Citrus, maçã e tomate (CHEN; ZHANG; CONG, 2012; EZRA et al., 2010; 
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KONSTANTINOU et al., 2011; NEMSA et al., 2012; NOWICKI et al., 2012; TÓTH et 
al., 2011). Dentre as espécies de Alternaria relatadas em produtos alimentares A. 
alternata, A.tenuissima, A. arborescens, A. radicina, A. brassicae, A. brassicicola, e A. 
infectoria se destacam como as mais comumente isoladas (LEE; PATRIARCA; 
MAGAN, 2015). 
Uma das preocupações da contaminação de alimentos por espécies de 
Alternaria sp. é a sua capacidade de produzir metabolitos tóxicos (EFSA, 2011; 
HICKERT et al., 2016; LEE; PATRIARCA; MAGAN, 2015; NTASIOU et al., 2015; 
ROFIAT et al., 2015). Alternaria sp. é capaz de produzir mais de 70 metabolitos 
diferentes, dentre esses aproximadamente 30 met abolitos são possivelmente tóxicos 
(EFSA, 2011; LEE; PATRIARCA; MAGAN, 2015). Os metabolitos tóxicos 
normalmente encontradas em alimentos e nas cepas isoladas de alimentos são 
alternariol, alternariol-monometil-eter, ácido tenuazóico, altertoxinas e tentoxinas, 
cujas capacidades citotóxicas e teratogênicas já foram descritas (EFSA, 2011; 
HICKERT et al., 2016; LEE; PATRIARCA; MAGAN, 2015; NTASIOU et al., 2015; 




Aspergillus foi um dos primeiros gêneros fúngicos inicialmente descrito pelo 
padre italiano e professor de botânica Pier Antonio Micheli em 1729 em sua obra Nova 
plantarum genera (BENNET, 2010; SUMBALI; JOHRI, 2005). O gênero possui mais 
de 300 espécies nomeadas, e juntamente com os gêneros Penicillium sp. e Fusarium 
sp. são considerados os gêneros fúngicos mais importantes em alimentos (CARLILE; 
WATKINSON; GOODAY, 2001; PITT; HOCKING, 2009; SAMSON et al., 2014). 
Sua importância nos alimentos é tanto benéfica quanto maléfica: pode ser 
utilizado na biotecnologia na produção de alimentos fermentados (ex. molho de soja), 
na produção de ácido cítrico (A. niger) e suas cepas modificadas por DNA 
recombinante são empregadas na produção de enzimas (ex. quimosina), mas 
diversas espécies causam contaminação e deterioração de diversos produtos 
alimentícios (BENNET, 2010; BIESEBEKE; RECORD, 2008; CARLILE; WATKINSON; 
GOODAY, 2001; JAY, 2000; PALENCIA; HINTON; BACON, 2010; PITT; HOCKING, 
2009; SAMSON et al., 2014; SUMBALI; JOHRI, 2005). Isso se deve a sua distribuição 
cosmopolita e capacidade de se desenvolver em substratos com baixa atividade de 
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água (AW), altas temperaturas, possuírem rápido crescimento, resistência a diversos 
compostos químicos, radiação e se reproduzir facilmente (PITT; HOCKING, 2009; 
SAMSON et al., 2014). 
Entre os principais produtos alimentícios contaminados por fungos do 
gênero Aspergillus, podemos citar amendoim, cacau, chá, café, linguiças, milho, 
queijos, soja, uva, e pimenta preta, sendo que os grãos, cereais e nozes 
armazenadas, são os alimentos contaminados relatados ao redor do mundo (JAY, 
2000; PALENCIA; HINTON; BACON, 2010; SHEIKH-ALI et al., 2014). 
Da mesma forma que o gênero Alternaria, uma das preocupações da 
contaminação de alimentos por espécies de Aspergillus é a sua capacidade de 
produzir metabolitos tóxicos. Mais de 40 espécies deste gênero são capazes de 
produzir tais compostos (HOCKING, 2006), dentre eles as aflatoxinas são as mais 
conhecidas e de maior importância. Sua descoberta, em 1960, quando 100 mil perus 
morreram após consumir ração contaminada com aflatoxinas, foi responsável pelo 
início do estudo desse e de outros metabolitos fúngicos (HOCKING, 2006; JAY, 2000). 
Além das aflatoxinas, cepas de Aspergillus sp. são capazes de produzir ácido 
ciclopiazônico, ocratoxinas, esterigmatocistina, fumitremorgenas, citocalasinas e 
outros compostos potencialmente tóxicos. Os efeitos tóxicos desses compostos são 
variados, tais como carcinogênicos, teratogênicos, imunossupressor entre outros 
(HOCKING, 2006; JAY, 2000). Devido a esses efeitos, a presença destes em 
alimentos é regulada e fiscalizada em grande parte dos países do mundo, afetando 
importações e exportações em caso da presença acima dos limites permitidos 




Colletotrichum é um gênero de fungo ascomiceto, contendo diversas 
espécies fitopatógenas capazes de causar antracnose e ferrugem em diversas plantas 
(DEAN et al., 2012; JOSÉ et al., 2015; PERFECT et al., 1999; SREENIVASAPRASAD; 
TALHINHAS, 2005). Por este motivo este é um gênero de grande importância na 
produção agrícola, sendo responsável por causar danos em diversas culturas 
economicamente importantes. É provável que todos os cultivares de alimentos 
cultivados ao redor do mundo sejam susceptíveis a uma ou mais espécies de 
Colletotrichum (AIELLO et al., 2015; DEAN et al., 2012; JOSÉ et al., 2015; PERFECT 
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et al., 1999; SREENIVASAPRASAD; TALHINHAS, 2005). Sendo assim, ele é 
considerado um dos 10 fungos fitopatogênicos mais importantes a nível mundial 
(DEAN et al., 2012). 
Entre as culturas afetadas por espécies de Colletotrichum, as cultivadas em 
regiões tropicais e subtropicais são as mais afetadas e podem ser atacadas desde a 
floração da planta até o armazenamento, causando grandes prejuízos financeiros. As 
culturas de abacate, banana, mamão, mandioca, manga, maracujá, pêssego, sorgo e, 
principalmente, culturas de Citrus são exemplos de plantas atacadas. Os prejuízos 
pela contaminações por Colletotrichum em alguns casos podem superar 90% (AIELLO 
et al., 2015; BURRELL et al., 2015; DE GOES et al., 2008; DEAN et al., 2012; JOSÉ 
et al., 2015; PAULL et al., 1997; PERES et al., 2005; PERFECT et al., 1999; SOUZA 




O gênero Fusarium foi inicialmente descrito por Link em 1809. Atualmente 
mais de 80 espécies diferentes deste gênero são conhecidas, das quais diversas são 
patogênicas a plantas e capazes de produzir compostos tóxicos (GONG; JIANG; 
CHEN, 2015; LESLIE; SUMMERELL, 2006; STĘPIEŃ, 2014). Devido à sua 
capacidade patogênica frente a diversas plantas, este é um dos gêneros de grande 
impacto na produção de alimentos. Segundo Leslie e Summerell (2006), das 101 
plantas economicamente importantes na lista da Sociedade Americana de 
Fitopatologia, 81 delas possuem ao menos uma associação com Fusarium spp. 
Dentre as diversas culturas afetadas por Fusarium spp., as contaminações 
nas gramíneas cevada, milho e trigo são mais comuns e expressivas. Entre os danos 
causados destacam-se a redução na produtividade e na qualidade, além da 
contaminação por micotoxinas nesses cereais e em seus produtos derivados do seu 
processamento (DOOHAN; BRENNAN; COOKE, 2003; GONG; JIANG; CHEN, 2015; 
POPOVSKI; CELAR, 2013; SNIJDERS, 1990). Outras culturas agrícolas que possuem 
Fusarium spp. como um dos principais patógenos são: banana, feijões, grão de bico, 
melão e tomate (ABDALLAH et al., 2016; GAVA; PINTO, 2016; KARANGWA et al., 
2016; MAITLO et al., 2015; MICHIELSE; REP, 2009; PLOETZ, 2015; POPOVSKI; 
CELAR, 2013; TOGHUEO et al., 2016). 
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Das mais de 80 espécies conhecidas, F. graminearum e F. oxysporum se 
destacam devido à sua ampla distribuição e devido ao fato de serem as principais 
contaminantes em diversos alimentos. Assim, elas são incluídas na lista dos 10 
patógenos mais importantes de plantas (DEAN et al., 2012; LESLIE; SUMMERELL, 
2006). Além disso, F. graminearum é um importante produtor de micotoxinas tais como 
zearalenona, deoxinivalenol e tricotecenos em trigo, milho, cevada e sorgo (DEAN et 
al., 2012; GONG; JIANG; CHEN, 2015; LESLIE; SUMMERELL, 2006; SNIJDERS, 
1990; STĘPIEŃ, 2014). Já o F. oxysporum, apesar de não ser produtor de micotoxina, 
é um importante fungo fitopatogênico presente no solo, capaz de causar danos 
vasculares, desfolhamento e até a morte de mais de 100 espécies diferentes de 
plantas causando prejuízos em diversas culturas agrícolas tais como banana, melão, 
tomate entre muitas outras (ABDALLAH et al., 2016; DEAN et al., 2012; LESLIE; 




Moniliophthora é um gênero fúngico com poucas espécies descritas, 
entretanto, duas de suas espécies causam grandes prejuízos na produção de cacau 
(Theobroma cacao): M. perniciosa e M. roreri são o agente causal de duas das três 
principais doenças fúngicas em cacau (EVANS; BEZERRA; BARRETO, 2012; 
KRAUSS et al., 2010; PLOETZ, 2006). 
A espécie M. perniciosa é o agente causal da doença vassoura de bruxa 
em cacauzeiros. Ela foi inicialmente descrita por Alexandre Rodrigues Ferreira como 
“lagartão” durante suas observações de cacauzeiros na Amazônia entre os anos de 
1785 a 1787. Esta doença se espalhou para o Suriname em 1895, na sequência para 
a Guiana em 1906, para o Equador em 1918, para Trindade Tobago em 1928, para a 
Colômbia em 1929 e finalmente para Granada em 1948. Em todos os casos o 
surgimento da doença foi acompanhado por uma queda drástica (50-90%) na 
produção de cacau  (HEBBAR, 2007; MEINHARDT et al., 2008; MONZANI et al., 
2010). 
No Brasil a M. perniciosa dizimou a produção de cacau, inicialmente em 
1970 (redução de 50% em 6 anos) e em seguida nos anos 1990 (60% em 5 anos), 
fazendo com que o Brasil, um dos maiores produtores de cacau do século 20, caísse 
para 5º (PLOETZ, 2006). 
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Outra doença fúngica importante na produção de cacau é a monilíase em 
cacaueiro, doença causada pela espécie M. roreri. Esta doença, que afeta 
especificamente o fruto do cacaueiro, é responsável por causar redução na produção 
anual de cacau em diversos países da América (BATEMAN et al., 2005; HEBBAR, 
2007). 
Ambas as doenças causadas por Moniliophthora são de difícil controle, 
sendo o uso de fungicidas pouco eficientes devido a aplicação nos estágios 
avançados da doença, além disso, é comum a reincidência devido a sua fácil 
dispersão. Deste modo, continuas reduções de produtividade ocorrem anualmente 
nas áreas produtoras (BATEMAN et al., 2005; HEBBAR, 2007; JACOBI et al., 2013; 




No reino fúngico, o gênero Penicillium é provavelmente um dos gêneros 
mais onipresentes e difundidos no planeta (VISAGIE et al., 2014). É um gênero que 
possui mais de 350 espécies diferentes de acordo com a última taxonomia (VISAGIE 
et al., 2014). É possível isolar cepas de Penicillium sp. de ambientes muito diversos: 
desde a Antártica até as bordas ao norte da Groelândia, e é quase impossível 
encontrar solo ou material em decomposição livre de esporos de Penicillium (PITT; 
HOCKING, 2009; VISAGIE et al., 2014). Assim, devido à sua onipresença em todos 
os ambientes, este é também um gêneros frequentemente encontrado em alimentos 
(HOCKING, 2006; PITT; HOCKING, 2009). 
Dentre os alimentos contaminados por Penicillium destacam-se as frutas 
maçã e os Citrus. No caso das maçãs, a contaminação por P. expasum é 
extremamente preocupante devido à capacidade desta espécie produzir a micotoxina 
patulina. Com relação aos Citrus, as espécies P. digitatum e P. italicum são os 
principais agentes na deterioração na pós-colheita (ANDERSEN; SMEDSGAARD; 
FRISVAD, 2004; DROBY et al., 2008). Nos cereais, acredita-se que a contaminação 
ocorra apenas durante a pós-colheita, pois não há relatos de espécies de Penicillium 
fitopatogênicas em cereais (PITT; HOCKING, 2009; VISAGIE et al., 2014). Dentre as 
espécies contaminante de cereais, o P. verrucosum, apesar de não causar uma 
contaminação aparente, representa um grande risco à saúde pública, dada sua 
capacidade de produzir a micotoxina ocratoxina-A em trigo, cevada e outros cereais 
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utilizados no consumo humano (FRISVAD; LUND; ELMHOLT, 2005; PITT; HOCKING, 
2009; VISAGIE et al., 2014). Entretanto, um dos maiores problemas do gênero 
Penicillium se deve às diversas espécies capazes de contaminar alimentos 
processados, tais como margarinas, geleias, produtos embalados a vácuo e produtos 
armazenados a baixas temperaturas. (HOCKING; FAEDO, 1992; KURE; SKAAR; 
BRENDEHAUG, 2004; LÓPEZ-DÍAZ et al., 1996; PITT; HOCKING, 2009; VISAGIE et 




O gênero Phyllosticta Pers. foi primeiramente descrito por Person em 1818, 
quando ele deu o nome genérico Phyllosticta para Sphaeria lichenoides DC (WIKEE 
et al., 2011). Atualmente o gênero possui mais de 3.000 espécies associadas, embora 
estima que apenas 92 delas pertençam de fato a este gênero (WIKEE et al., 2011). 
Espécies do gênero Phyllosticta são fitopatógenos em diversas plantas, 
causando sintomas como manchas nas folhas e doenças nos frutos. São 
responsáveis por causar danos em diversas culturas importantes, como Citrus, 
banana, uvas, cranberry, orquídeas, buxus e bordo (LIU et al., 2009; MARTÍNEZ-
MINAYA et al., 2015; MCMANUS, 1998; NARDUZZI-WICHT et al., 2009; SHIVAS; 
TAN; GRICE, 2013; WIKEE et al., 2011; WONG et al., 2013). 
Dentre as espécies de Phyllosticta, a Phyllosticta citricarpa se destaca 
como uma das mais importantes, pois é capaz de atacar quase todos os gêneros de 
Citrus cultivados e é um dos principais fitopatógenos na citricultura, causando a 
chamada pinta preta (“Citrus Black Spot” - CBS) (MARTÍNEZ-MINAYA et al., 2015; 
USDA, 2010; ZAVALA; ER; GOSS, 2014). Nos EUA e Europa, esta espécie é 
considerada uma doença fúngica de quarentena, sendo proibido o comércio de frutas 
in natura de regiões atacadas por este fungo para fora dessas regiões (EFSA, 2014; 
USDA, 2010). Apesar disso, o Phyllosticta citricarpa não produz compostos tóxicos e 
não afeta o sabor –  seus danos estão relacionados à estética da fruta, tornando-os 
impróprios para o comércio in natura e pela redução da produtividade devido à queda 
prematura dos frutos (MARTÍNEZ-MINAYA et al., 2015). No Brasil, a maior 
preocupação está relacionada ao desenvolvimento de cepas resistentes aos 
fungicidas comumente utilizados na produção, tornando seu controle mais difícil e caro 




Para reduzir a contaminação fúngica e minimizar as perdas econômicas, 
diversas estratégias têm sido consideradas. O uso de antifúngicos é a mais usual e 
vem sendo utilizada desde a descoberta da atividade antifúngica de soluções de sais 
de cobre em 1807. Anualmente, são aplicados mais de 200 mil toneladas de fungicidas 
no mundo, sendo uma das classes de agrotóxicos importante na produção agrícola 
(CORREIA et al., 2016; KLITTICH, 2008; ROBERTS; REIGART, 2013). 
O mercado global de fungicidas foi estimado em US$14,49 bilhões de 
dólares no ano de 2016, com uma projeção de crescimento anual de 4,78% até 2022, 
quando o mesmo deverá atingir US$19,17 bilhões. Tal crescimento pode ser atribuído 
ao aumento nas perdas pela contaminação fúngica e à maior preocupação com a 
segurança alimentar devido ao crescimento da população 
(MARKETSANDMARKETS, 2016). 
Os fungicidas utilizados na agricultura podem ser agrupados em duas 
categorias, baseando-se no estágio de desenvolvimento do fungo alvo: são os 
antifúngicos de contato e os sistêmicos (FAVRE-GODAL; QUEIROZ; WOLFENDER, 
2013). Os primeiros estão envolvidos na prevenção, impedindo a germinação dos 
esporos e o crescimento do micélio, sendo os principais compostos desse grupo os 
sais de cobre e enxofre (FAVRE-GODAL; QUEIROZ; WOLFENDER, 2013; KLITTICH, 
2008). Já os últimos, como os benzimidazóis, são utilizados para eliminar o fungo após 
o micélio fúngico ter penetrado no tecido da planta (FAVRE-GODAL; QUEIROZ; 
WOLFENDER, 2013). 
Os antifúngicos de contato causam contaminação do solo e mudanças nas 
comunidades microbianas, devido a seu amplo espectro de ação. Adicionalmente, os 
antifúngicos cúpricos apresentam atividade fitotóxicas em temperaturas acima de 
34ºC, tendo seus usos extremamente limitados na Europa (CORREIA et al., 2016; 
EFSA, 2014; FAVRE-GODAL; QUEIROZ; WOLFENDER, 2013; KLITTICH, 2008). 
Outra grande preocupação com a aplicação de antifúngicos são os efeitos 
tóxicos à saúde, apesar de atualmente a maior parte dos compostos permitidos serem 
considerados de baixa a moderada toxicidade aos mamíferos (ROBERTS; REIGAR, 
2013). Acredita-se que os antifúngicos possam ser um dos principais agentes na 
indução de câncer, por ser o principal agrotóxico aplicado na pós-colheita. Segundo o 
IARC e a EPA, diversos antifúngicos são possíveis carcinogênicos a humanos, além 
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disso parte dos antifúngicos apresenta dados insuficientes sobre sua toxicidade a 
longo prazo (IARC, ROBERTS; REIGAR, 2013; EPA, 2015). 
Deste modo, segundo Phillips (2011), um antifúngico ideal deve apresentar: 
(i) nenhuma ou baixa toxicidade para mamíferos; (ii) nenhuma ou baixa ecotoxicidade; 
(iii) baixa fitotoxicidade; (iv) alta capacidade de penetração em esporos e micélio 
fúngico; (v) estabilidade na superfície de plantas. Muitos antifúngicos possuem várias 
dessas características, mas alguns poucos se aproximam do ótimo. Devido a isso e 
aos aspectos comerciais para o desenvolvimento de novos antifúngicos, a pesquisa 
de compostos bioativos já existentes na natureza se tornou uma das principais formas 
de desenvolvimento de antifúngicos (AN, 2005; FAVRE-GODAL; QUEIROZ; 
WOLFENDER, 2013). 
 
3.3 Compostos antifúngicos produzidos por fungos filamentosos 
  
Os fungos representam uma das fontes mais importantes para a 
descoberta de compostos bioativos. Diversos medicamentos foram isolados e 
identificados do metabolismos secundário de fungos, a exemplo de 
imunossupressores, como a ciclosporina; agentes anticolesterol, como a lovastatina e 
compactina, e antibióticos lactâmicos, como a penicilina (AGATHOS et al., 1987; AN, 
2005; ARORA, 2004; ASKENAZI et al., 2003; LIGON, 2004; MULDER et al., 2015; 
SHALIGRAM et al., 2009). 
Após descoberta da penicilina por Alexander Fleming em 1929, um grande 
número de pesquisas em espécies de Penicillium começou a ser realizado para a 
busca de novos antibióticos (FLEMING, 1929; LIGON, 2004). Assim, em 1939, Oxford 
et al. relataram a descoberta da griseofulvina - o primeiro antifúngico produzido pelo 
metabolismo de fungos. Desde então, diversos compostos foram relatados, o que 
levou ao desenvolvimento das estrobilurinas e equinocandinas, as quais, juntamente 
com a griseofulvina são atualmente importantes antifúngicos comerciais (BARTLETT 




A griseofulvina foi isolada do fungo Penicillium griseofulvum por Oxford e 
associados em 1939 (OXFORD; RAISTRICK; SIMONART, 1939). Entretanto, o 
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composto não continuou a ser estudado por não demonstrar a atividade antibacteriana 
esperada para um compostos produzido por Penicillium (GOLDMAN et al., 1960). Em 
1947, pesquisadores descreveram um composto isolado de Penicillium janczewski 
que causava um efeito chamado de “curling factor”, caracterizado pelo 
desenvolvimento anormal das hifas fúngicas e menor crescimento do fungo Botrytis 
allii. No mesmo ano, os mesmos pesquisadores verificaram que a griseofulvina era 
responsável por tal efeito (GROVE; MCGOWAN, 1947). Nos anos seguintes a 
griseofulvina foi utilizada e testada intensivamente no controle de doenças 
fitopatogênicas e tratamento de micose (GOLDMAN et al., 1960). 
Atualmente a griseofulvina está na lista de medicamentos essenciais da 
OMS (Organização Mundial da Saúde), que contempla os medicamentos mais 
importantes e necessários nos sistemas básicos de saúde (CORREIA et al., 2016). 
Sua produção industrial é obtida a partir da fermentação do fungo filamentoso 




As estrobilurinas representam uma classe de compostos antifúngicos muito 
importantes na agricultura, capaz de controlar mais de 400 doenças de 84 culturas 
diferentes (BARTLETT et al., 2002). A descoberta do primeiro composto desta classe 
de substâncias ocorreu por Anke et al. (1997) a partir do extrato do cultivo submerso 
do fungo basidiomiceto Strobilurus tenacellus, o qual se mostrou extremamente ativo 
no controle de diversos fungos. Entretanto, os compostos produzidos naturalmente 
pelo metabolismo dos fungos se mostraram impróprios para o uso comercial. Apesar 
disso, a elucidação de sua estrutura química e o conhecimento adquirido de suas 
propriedades foram de grande importância para o desenvolvimento das estrobilurinas 
sintéticas, que são atualmente uma das principais classes de antifúngicos utilizados 




As equinocadinas representam a primeira classe de antifúngicos a serem 
liberados pela FDA (Food and Drug Administration) após mais de 15 anos e são a 
27 
última classe de antifúngicos aprovada. Seu mecanismo de ação é baseado na 
capacidade de inibir a síntese de glucanas da parede celular fúngica, por meio da 
inibição não competitiva da 1,3-β-glucana sintase (DENNING, 2002; GUPTA; TOMAS, 
2003; MORRISON, 2006). 
As versões comerciais de equinocadinas vendidas atualmente são 
lipopeptídeos cíclicos semissintéticos, parcialmente produzidos por fermentação por 
diversos fungos (CAPPELLETTY; EISELSTEIN-MCKITRICK, 2007). A primeira 
equinocadina licenciada para comercialização pelo FDA foi a caspofungina 
(Cancidas®; Merck), baseada na equinocadina produzida pelo fungo Glarea 
lozoyenisi. Subsequentemente, outras equinocadinas aprovadas foram micafungina 
(Mycamine®; Astellas), quimicamente modificada do hexapeptídeo produzida por 
Coleophoma empedri, e a anidulafungina (Ecalta®, Pfizer) derivada da equinocadina 
produzida por Aspergillus nidulans (CAPPELLETTY; EISELSTEIN-MCKITRICK, 2007; 
DENNING, 2002). 
 
3.3.4. Phaeosphaeria  
 
O gênero Phaeosphaeria (Figura 1.) foi descrito em 1909 por Miyaki no 
Japão (HEDJAROUDE, 1969). É um ascomiceto pertence à família 
Phaeosphaeriaceae, uma das maiores famílias dentro da ordem Pleosporales. As 
espécie dessa família são saprotróficas, fitopatogênicas, parasíticas em caule e folhas 
de herbáceas, colmos e flores de monocotiledôneas (PHOOKAMSAK et al., 2014).  
Existem poucos relatos na literatura da capacidade de produção de 
metabolitos antifúngicos por cepas de Phaeosphaeria. XIAO et al. (1993) isolaram e 
avaliaram o composto rousselianona A produzido por fermentação por Phaeosphaeria 
rousseliana, contra espécies de fungos fitopatogênicas. No Brasil, em um estudo 
sobre fungos endófiticos associados à Orchidaceae, VAZ et al. (2009) isolaram de 
Habenaria setacea uma cepa de Phaeosphaeria avenaria, cujo extrato de 
fermentação apresentou atividade antimicrobiana contra leveduras e bactérias, 




Figura 1. Fungo Phaeosphaeria musae. (A) Ascocarpo na superfície do hospedeiro; 
(B) Ascos. (PHOOKAMSAK et al., 2014) 
 
3.4 Resistência aos antifúngicos 
 
A resistência fúngica aos antifúngicos é bem menos relatada que a 
resistência bacteriana aos antibióticos (COLLINS et al., 2004). Entretanto, há uma 
crescente preocupação devido ao aumento de cepas fúngicas resistentes a 
antifúngicos (DEISING; REIMANN; PASCHOLATI, 2008; KATHIRAVAN et al., 2012; 
RODRIGUES et al., 2007; STEFFENS; PELL; TIEN, 1996; WIGHTWICK et al., 2010). 
A maior parte dos antifúngicos utilizados possuem um espectro de ação que exclui ao 
menos alguns gêneros de fungos patogênicos (COLLINS et al., 2004). A griseofulvina 
é ativa apenas contra fungos dermatófitos, sendo inofensiva contra Candida e 
Aspergillus. Entretanto esta é uma limitação do composto existente desde sua 
descoberta. A maior parte das resistências a antifúngicos está relacionada a fungos 
que normalmente eram susceptíveis ao antifúngico e passaram a adquirir resistência 
(KATHIRAVAN et al., 2012; PERLIN, 2015). Casos já relatados de resistências 
incluem resistência a 5-flucitosina, aos azóis, anfotericina B e até mesmo para as 
recentes equinocandinas (ARENDRUP; PERLIN, 2014; DENNING; PERLIN, 2011; 
PERLIN, 2015; REX; RINALDI; PFALLER, 1995; WHELAN, 1987). 
Na agricultura, a resistência a fungicidas relacionadas a produção de 
alimentos é preocupante. Todas as principais classes de fungicidas aplicadas já 
apresentam diversos relatos de resistência (BALBA, 2007; FRAC, 2012, 2013; MA; 
FELTS; MICHAILIDES, 2003; MA; MICHAILIDES, 2004; TYMON; JOHNSON, 2014).  
A maior problemática da resistência aos fungicidas se deve em grande 
parte ao fato de os antifúngicos sistêmicos comercializados serem derivados de 
poucas classes de compostos e possuir o mesmo mecanismo de ação, o que causa 
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resistência cruzada para os diferentes compostos desta classe (BARTLETT et al., 
2002; DENNING; PERLIN, 2011; FAVRE-GODAL; QUEIROZ; WOLFENDER, 2013; 
FRISVAD; LUND; ELMHOLT, 2005). Por outro lado, os fungicidas de sais de cobre e 
enxofre causam danos ao meio ambiente e afetam negativamente a microbiota, tendo 
seu uso controlado ou proibido em várias regiões do globo (EFSA, 2014; USDA, 2010). 
 
3.5 Métodos de avaliação da atividade antimicrobiana 
 
A escolha do método de a avaliação da atividade antimicrobiana é um ponto 
de grande importância para pesquisa e desenvolvimento de novos compostos 
antimicrobianos e para aplicação da concentração adequada do agente 
antimicrobiano. (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016; DEISING; REIMANN; 
PASCHOLATI, 2008; STEFFENS; PELL; TIEN, 1996). A escolha do método 
adequado depende do objetivo da aplicação, do tipo de composto a ser testado e do 
micro-organismo alvo. Deste modo, deve-se observar diferentes fatores que podem 
afetar a atividade antimicrobiana e os resultados obtidos, a saber: fatores relacionados 
(i) ao micro-organismo teste, (ii) ao meio de cultivo teste, (iii) ou às condições 
experimentais (VIGIL et al., 2005). 
Segundo Vigil et al.,(2005) os fatores relacionados ao micro-organismo 
teste que podem afetar a atividade antimicrobiana são: a cepa, tamanho do inóculo, a 
fisiologia celular, o meio de cultivo, o coeficiente de partição parcial, as propriedades 
físico-químicas do agente antimicrobiano, além da interação entre o composto testado 
e os componentes do meio. Já em relação ao meio de cultivo teste, o pH, a atividade 
de água e o potencial redox são fatores de grande importância durante a avaliação. 
Por fim, os controles das condições experimentais também são relevantes na 
avaliação, destacando-se a pressão de oxigênio, a concentração de CO2, a 
temperatura de incubação, a oscilação das configurações do equipamento e o tempo 
de incubação (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016; COLLINS et al., 2004). 
Diante do exposto, diversos métodos têm sido descritos para determinar a 
atividade e eficiência de compostos antimicrobianos, para avaliação do espectro de 
ação e para o estabelecimento da CIM. Os principais métodos até então descritos 
podem ser agrupados em 3 categorias: (i) métodos por difusão; (ii) métodos de 
diluição; ou (iii) métodos bioautográficos. (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016; 
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COLLINS et al., 2004; VIGIL et al., 2005). Cada um deles será detalhado na 
sequência. 
 
3.5.1 Métodos por difusão 
 
Os métodos por difusão são um dos tipos mais simples e mais fáceis de 
serem aplicados para determinação da atividade antimicrobiana (COLLINS et al., 
2004; VIGIL et al., 2005). Métodos de difusão baseiam-se no conceito da aplicação 
do composto antimicrobiano adicionado em um papel filtro, incorporado em um plugue 
de ágar ou adição em um orifício na placa de ágar (Figura 2). O composto ativo 
difunde-se no ágar gerando um gradiente que é inversamente proporcional à distância 
do ponto aplicado. A atividade antimicrobiana é mensurada pela área livre de 
crescimento ao redor do disco ou orifício (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016; 
COLLINS et al., 2004; NCCLS, 2003). 
 
 
Figura 2. Determinação da atividade antimicrobiana por difusão (Adaptado de BICAS; 
OLIVEIRA; XAVIER (2013)). 
 
Uma das características importantes do composto empregado em tal 
método é não ser hidrofóbico, pois sua difusão no meio ficaria comprometida e pouca 
ou nenhuma inibição seria observada. As características do micro-organismo testado 
também são importantes: é desejado que o micro-organismo cresça de forma rápida 
e uniforme (COLLINS et al., 2004). Micro-organismos com crescimento lento geram 
áreas de inibição maiores, o contrário também pode ocorrer.  Tal fato está intimamente 
ligado à difusividade do composto no meio de cultura (VIGIL et al., 2005). 
A principal desvantagem desses tipos de metodologias é a impossibilidade 
de avaliar a concentração inibitória mínima (CIM), sendo possível apenas obter uma 
estimativa. Além disso, a atividade do composto será dependente da sua difusividade 
no meio de cultivo e da velocidade de crescimento do micro-organismo alvo 
(BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016; COLLINS et al., 2004; VIGIL et al., 2005). Por 
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outro lado, estes tipos de métodos apresenta a vantagem de ser fácil e simples, 
permitindo testar vários compostos e concentrações em uma única placa, além de ser 
aplicável em qualquer laboratório e de ser independente do uso de equipamentos de 
maior complexidade (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016; COLLINS et al., 2004; 
VIGIL et al., 2005). 
 
3.5.1.1 Disco-difusão  
 
O método por disco-difusão em ágar foi um dos primeiros métodos 
desenvolvidos para avaliação da atividade antimicrobiana. Ele foi desenvolvido em 
1940 para avaliação da atividade da penicilina e, apesar de antigo, ainda é um dos 
principais métodos aplicados na avaliação da atividade antimicrobiana. Este método 
é amplamente utilizado por muitos laboratórios clínicos para avaliação rotineira da 
susceptibilidade antimicrobiana (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016; HEATLEY, 
1944; VIGIL et al., 2005). 
Nesse tipo de teste, as placas de ágar são inoculadas com o micro-
organismo alvo padronizado, então papeis filtros contendo o composto teste em uma 
concentração conhecida são adicionados na superfície do ágar. As placas são então 
incubadas nas condições adequadas para o crescimento do micro-organismo a ser 
avaliado (FGUIRA et al., 2005; HOSOE et al., 2011; NCCLS, 2003). O composto 
antimicrobiano no papel filtro se difunde no ágar e inibe o desenvolvimento do micro-
organismo inoculado, de forma que a zona livre de crescimento pode ser mensurada 
(NCCLS, 2003; VIGIL et al., 2005). Como a inibição não significa morte do micro-
organismo, não é possível diferenciar um efeito bacteriostático/fungistáticos do efeito 
bactericida/fungicida (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016; VIGIL et al., 2005). Além 
disso, é impossível calcular a CIM, por não ser possível calcular a concentração do 
composto difundido por volume de meio (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016). 
Devido ao baixo custo, simplicidade e fácil de aplicação, este é um dos 
métodos normalmente utilizados na pesquisa de compostos antimicrobianos de 
extratos de plantas, óleos essenciais e metabolitos de micro-organismo, 
principalmente em triagens iniciais (ARNONE et al., 1995; COLLINS et al., 2004; 
FGUIRA et al., 2005; HOSOE et al., 2011; JUNG et al., 2011). 
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3.5.1.2 Difusão do gradiente antimicrobiano 
 
O método de difusão do gradiente antimicrobiano é similar ao método de 
disco difusão, entretanto diferencia-se por permitir obter a CIM. Esta técnica é uma 
combinação do método de disco-difusão com a avaliação por gradiente de 
concentrações, aplicado para determinar o valor da CIM. Nessa metodologia uma 
faixa de papel, impregnada com um gradiente de concentração do agente 
antimicrobiano, a mesma, é adicionada a uma placa de ágar inoculada com o micro-
organismo alvo. A CIM pode ser determinada na interseção entre a faixa e a área de 
inibição formada. Este é um teste de simples implementação e barato, quando 
empregado para apenas poucos compostos e rotineiramente. Esse método pode ser 
utilizado para determinação da CIM de antibióticos, antifúngicos e antimicobacteria 
(BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016). 
  
3.5.1.3 Difusão por poço 
 
O método de difusão em poço em ágar é uma metodologia similar a disco-
difusão, foi desenvolvido em 1997 por Magaldi e Camero como uma modificação do 
método de disco-difusão, devido à existência de alguns problemas para avaliação de 
compostos antifúngicos: o primeiro associado à inexistência de discos comerciais para 
vários compostos antifúngicos, enquanto que o outro problema, segundo os autores, 
se relacionava ao custo e a dificuldade de obtenção dos discos (MAGALDI et al., 
2004). 
O procedimento é similar ao do disco difusão, diferenciando-se pela adição 
das diferentes concentrações da solução do composto nos poços perfurados de ágar. 
Isso permite o uso e padronização de qualquer antifúngico para qualquer espécie 
fúngica. É considerado o método mais barato e simples para avaliação de qualquer 
antifúngico contra Candida spp., apresentando resultados comparáveis com os do 
disco-difusão (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016; MAGALDI et al., 2004). Apesar 
de ter sido desenvolvido para o teste de antifúngico contra Candida spp., a 
metodologia também se mostrou útil como alternativa para avaliação de extratos de 
outros antimicrobianos contra bactérias, apresentando maior sensibilidade que o teste 
por disco-difusão (VALGAS et al., 2007). 
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3.5.2 Métodos por diluição 
 
A avaliação da atividade antimicrobiana por diluição é um dos métodos 
mais antigos para quantificação da atividade antimicrobiana. Fleming (1929) utilizou a 
técnica de diluição em caldo do meio fermentado de Penicillium para avaliar sua 
atividade antimicrobiana contra diferentes bactérias e em diferentes condições, sendo 
de grande importância para o desenvolvimento da penicilina (BALOUIRI; SADIKI; 
IBNSOUDA, 2016; COLLINS et al., 2004; VALGAS et al., 2007; VIGIL et al., 2005). 
O uso de técnicas por diluição é de grande importância por ser uma das 
formas de avaliar a CIM. A CIM é definida como a menor concentração de um 
composto antimicrobiano capaz de inibir o crescimento visível do micro-organismo 
alvo, usualmente expressa em mg.mL-1 ou g.L-1 (COLLINS et al., 2004; VIGIL et al., 
2005). Além disso, a determinação da CIM é uma etapa para definir a concentração 
bactericida/fungicida mínima, a qual é de vital importância na avaliação e 
desenvolvimento de antimicrobianos, uma vez que a inibição do crescimento visual do 
micro-organismo não garante que tenha capacidade de matar o micro-organismo alvo 
(COLLINS et al., 2004; NCCLS, 2002; VALGAS et al., 2007). Um dos grandes 
problemas do uso de técnicas por diluição consiste no trabalho e no tempo necessário 
para a sua realização, sendo normalmente possível testar poucos micro-organismo e 
compostos de uma só vez. Além disso, esta técnica requer cuidados com o uso dos 
materiais estéreis durante a manipulação. Outro grande empecilho se deve à 
necessidade de dissolver o composto teste em uma solução aquosa, o que requer 
uma diluição especial para amostras insolúveis em água (ALI-SHTAYEH; GHDEIB, 
1999; BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016; COLLINS et al., 2004; VIGIL et al., 
2005). 
Baseando-se no estado do meio de cultivo a ser aplicado, existem duas 
formas para avaliar a atividade antimicrobiana por diluição, sendo elas: diluição em 
caldo e diluição em ágar (COLLINS et al., 2004; VIGIL et al., 2005). 
 
3.5.2.1 Diluição em Caldo 
 
A diluição em caldo é uma das mais básicas e simples formas para 
avaliação da susceptibilidade antimicrobiana, sendo importante técnica durante o 
desenvolvimento e pesquisa de novos antimicrobianos. Fleming (1929) mensurou de 
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forma acurada o poder antimicrobiano da penicilina, descrevendo-o como número de 
diluições do caldo fermentado inicial que inibia o crescimento de bactérias em tubo de 
ensaio. O crescimento microbiano era observado pela opacidade e turbidez no meio 
de cultura (FLEMING, 1929). 
Da mesma forma que os testes por disco-difusão, existem várias diretrizes 
aprovadas que utilizam o método de diluição em caldo para avaliação da atividade 
susceptibilidade antimicrobiana para bactérias, leveduras e fungos filamentosos 
(BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016; COLLINS et al., 2004; NCCLS, 2002, 2003; 
VALGAS et al., 2007; VIGIL et al., 2005). Os protocolos mais conhecidos são os 
fornecidos pelo Instituto de padrões de laboratório clinico (CLSI) (antigo NCCLS) e 
pelo Comitê europeu de teste de susceptibilidade antimicrobiana (EUCAST) 
(BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016; NCCLS, 2002; RODRIGUEZ-TUDELA, 
2008). 
 
Figura 3. Determinação da Concentração inibitória mínima (CIM) e Concentração 
Bactericida/Fungicida Mínima (CBM/CFM) por macrodiluição e microdiluição em 
caldo. A CIM é definida como a menor concentração sem crescimento aparente, 
CBM/CFM refere-se à menor concentração que resulta em uma redução de 99,9% de 
micro-organismo. Pela figura observa-se que a CIM = 25 e a CBM/CFM = 50, para 
ambos os exemplos (Adaptado de BICAS; OLIVEIRA; XAVIER (2013)). 
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Na avaliação da atividade antimicrobiana por diluição em caldo (Figura 3.), 
esta técnica é realizada a partir da diluição seriada para se obter diferentes 
concentrações do antimicrobiano. O micro-organismo padronizado é então inoculado 
e aguarda-se o seu crescimento. Nos tubos de maior concentração, normalmente há 
reduzido ou nenhum crescimento microbiano, observável pela presença de turbidez 
no meio de cultura. Já com a redução da concentração do antimicrobiano observa-se 
uma crescente turbidez (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016; COLLINS et al., 2004; 
FLEMING, 1929; NCCLS, 2002; VIGIL et al., 2005). Os primeiros métodos eram 
realizados em tubos de ensaios, sendo conhecido atualmente por método de 
macrodiluição. Essa metodologia apresentava muitas desvantagens, pois era 
trabalhosa, apresentava muito risco de erros durante a preparação das soluções de 
antimicrobiano para cada teste e ainda precisava de muito reagente e espaço para 
ser realizada (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016; HEATLEY, 1944; VIGIL et al., 
2005). 
Com a miniaturização dos métodos foi possível desenvolver versões mais 
compactas, simples e reprodutíveis da diluição em caldo, diminuindo os gastos de 
reagentes, espaço e custo. Essa versão reduzida, conhecida por microdiluição em 
caldo (Figura 3) tornou este teste mais facilmente reprodutível e permitiu a avaliação 
de diversas amostras em uma mesma microplaca (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 
2016; HADACEK; GREGER, 2000; RODRIGUEZ-TUDELA, 2008; VALGAS et al., 
2007). 
Nos métodos por microdiluições, a observação da CIM apresenta um 
pequeno empecilho: enquanto na macrodiluição o ponto de inibição é determinado 
pela turbidez do meio de cultivo, na microdiluição os volumes são menores (100-200 
µL) tornando-se necessário o uso de alguns artifícios para ajudar na observação 
(BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016; HADACEK; GREGER, 2000; VALGAS et al., 
2007). A atividade antimicrobiana pode ser avaliada de diferentes formas, 
dependendo do protocolo e metodologia seguidos. Pode-se avaliar de forma visual, 
como na macrodiluição, embora os mais usuais sejam as técnicas colorimétricas, nas 
quais o meio de cultivo possui um indicador de crescimento (corante adicionado antes 
ou após a incubação). No caso dos fungos, por exemplo, os protocolos da EUCAST e 
CLSI empregam o meio de cultura RPMI-1640 e o indicador de pH vermelho de fenol, 
que muda de rosa para amarelo quando há crescimento fúngico (BALOUIRI; SADIKI; 
IBNSOUDA, 2016; NCCLS, 2002; RODRIGUEZ-TUDELA, 2008). No caso de 
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bactérias, após o tempo de incubação, pode-se adicionar cloreto de 2,3,5 
trifeniltetrazólio, que passa de transparente para vermelho por ação de enzimas do 
micro-organismo vivo (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016; RESENDE, 2014). 
Outra forma de avaliação por microdiluição é o uso de leitoras de microplaca (VALGAS 
et al., 2007). 
 
3.5.2.2 Diluição em ágar 
 
Similarmente ao método por diluição em caldo, o método por diluição em 
ágar consiste na avaliação de diferentes concentrações do agente antimicrobiano, 
entretanto com a diferença de ser realizada em meio sólido. O antimicrobiano é 
adicionado em ágar semissólido, normalmente usando diluições seriadas de razão 2, 
antes da sua distribuição nas placas e solidificação do meio de cultura. O micro-
organismo alvo é então inoculado na superfície desta placa e o crescimento e 
monitorado após incubação em condições adequadas (BALOUIRI; SADIKI; 
IBNSOUDA, 2016; COLLINS et al., 2004; VIGIL et al., 2005). A CIM, neste caso, é 
definida como a menor concentração do agente antimicrobiano capaz de inibir 
completamente o crescimento do micro-organismo após incubação (BALOUIRI; 
SADIKI; IBNSOUDA, 2016). 
Diluição em ágar é aplicável para avaliação da atividade antimicrobiana de 
antibacterianos e antifúngicos. Sua aplicação ocorre normalmente quando o 
composto, ou extrato, apresenta coloração ou turbidez, que afetariam a leitura do 
resultado caso fosse utilizada a avaliação por diluição em caldo (VIGIL et al., 2005). 
A diluição em ágar também é recomendada para avalição da atividade antimicrobiana 
para micro-organismos com requerimentos nutricionais complexos (BALOUIRI; 
SADIKI; IBNSOUDA, 2016). Entretanto, devido a inexistência de protocolos 
padronizados normalmente o teste por diluição em ágar é evitado. 
 
3.5.2.3 Método por “Poisoned Food” 
 
A avaliação por Poisoned food é uma variante do método por diluição em 
ágar. Sua diferença consiste na inoculação do micro-organismo teste em apenas um 
ponto da placa para mensurar seu crescimento radial. Deste modo, esta é uma técnica 
aplicada para avaliar a atividade antimicrobiana contra fungos filamentosos (ALI-
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SHTAYEH; GHDEIB, 1999; BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016; KUMAR; 
KAUSHIK, 2013; KUMAR et al., 2014; MUKHERJEE; RAGHU, 1997; VIGIL et al., 
2005). O composto, ou extrato antifúngico, é incorporado no meio de cultura fundido 
antes de ser adicionado às placas de Petri. O fungo filamentoso alvo é inoculado no 
centro da placa e as mesmas são incubadas para o crescimento fúngico. Após o 
crescimento, o diâmetro de crescimento é mensurado e comparado com o 
crescimento de placas controle. A atividade antimicrobiana pode então ser estimada 





) ∗ 100 
 
Sendo que Dc é o diâmetro do crescimento na placa controle e Ds é o 
diâmetro do crescimento na placa com os compostos antimicrobiano. Também é 
possível comparar a atividade do composto sobre a esporulação do fungo filamentoso 
(BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016). 
Essa metodologia é normalmente aplicada quando métodos padrões não 
geram um resultado satisfatório ou falham em avaliar a atividade antimicrobiana do 
composto testado (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016). 
 
3.5.3 Método de cromatografia em camada delgada (CCD) bioautográficos 
 
Durante a fase inicial da pesquisa de agentes antimicrobianos, são testados 
extratos obtidos de diferentes fontes (plantas, fungos, organismos marinhos e 
bactérias). Esses extratos são normalmente compostos de uma complexa mistura de 
compostos orgânicos com as mais variadas estruturas químicas, podendo conter 
compostos polares, de polaridade intermediaria e apolares (FAVRE-GODAL; 
QUEIROZ; WOLFENDER, 2013; GOODALL; LEVI, 1946; RAHALISON et al., 1991). 
Um extrato bruto pode conter centenas e até milhares de substancias químicas 
diferentes, entretanto não é raro que apenas um composto ou apenas alguns sejam 
responsáveis pela atividade antimicrobiana (FAVRE-GODAL; QUEIROZ; 
WOLFENDER, 2013).  
Para poder identificar e estudar detalhadamente o composto responsável 
pela atividade é necessário isolar o mesmo da matriz. Uma das formas mais comuns 
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de separação é a cromatografia líquida, com posterior avaliação da atividade de cada 
fração (ARNONE et al., 1995; BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016; HOSOE et al., 
2011; WOLFENDER; MARTI; QUEIROZ, 2010). Tal estratégia apresenta alguns 
empecilhos, tais como: a avaliação da atividade deve ser realizada após a separação 
com as diferentes frações; além disso, necessita de uma quantidade significativa de 
composto antimicrobiano. A avaliação de um extrato pode requerer o teste de dezenas 
ou mesmo centenas de frações diferentes até identificação fração contendo o 
composto ativo (VALGAS et al., 2007; BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016). 
A bioautografia, por outro lado, pode ser considerada uma das técnicas 
mais eficientes para detecção de compostos antimicrobianos, pois permite localizar o 
composto ativo mesmo em uma matriz complexa. Permitindo a identificação do 
composto das demais substâncias do extrato, facilitando a detecção e a separação 
por outras técnicas cromatográficas (DEWANJEE et al., 2015; FAVRE-GODAL; 
QUEIROZ; WOLFENDER, 2013; RAHALISON et al., 1991; RIOS; RECIO; VILLAR, 
1988; WEDGE; NAGLE, 2000).Em outras palavras, a bioautografia é uma das 
técnicas mais interessantes para ao mesmo tempo separar e avaliar a atividade 
antimicrobiana. Esta técnica consiste na separação do composto do extrato por 
cromatografia em papel ou em camada delgada e posterior revelação utilizando-se os 
efeitos biológicos (antibacteriano, antiprotozoários, antitumoral e etc.) da substância 
de interesse (FAVRE-GODAL; QUEIROZ; WOLFENDER, 2013; GOODALL; LEVI, 
1946; RIOS; RECIO; VILLAR, 1988).  
Um dos primeiros relatos da aplicação da bioautografia para o estudo de 
antimicrobianos foi de Goodal e Levi (1946), que descreveram um método para 
separar a penicilina dos outros componentes de um extrato, bem como separar as 
diferentes formas de penicilina. Esse método consistia na separação por 
cromatografia em papel e posterior revelação por meio da inoculação de um micro-
organismo sensível à penicilina no papel após a corrida. O método poderia ser 
utilizado para avaliação da pureza da penicilina e também como guia durante 
separações em escalas maiores. 
Muitas diferentes técnicas e métodos cromatográficos já foram descritos 
para avaliação da atividade antimicrobiana por bioautografia, dos quais a 
cromatografia em camada delgada se destaca entre as mais aceitas e aplicadas, 
devido à sua rapidez, simplicidade e, quando comparada à cromatografia em papel, 
apresenta melhor resolução (HADACEK; GREGER, 2000; RAHALISON et al., 1991; 
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RIOS; RECIO; VILLAR, 1988). A cromatografia em camada delgada é uma técnica 
simples e fácil de realizar, relativamente barata e amplamente utilizada para a análise 
e isolamento de produtos naturais (CCD preparativa). Sua grande vantagem e permitir 
a análise de misturas complexas com um mínimo ou nenhum pré-tratamento das 
amostras, o que evita perda de tempo e material e permite a avaliação de diversas 
amostras em uma única análise. Adicionalmente, esta ferramenta permite uso de 
diferentes solventes, não necessariamente compatíveis com outros métodos 
cromatográficos (DEWANJEE et al., 2015; HADACEK; GREGER, 2000; RAHALISON 
et al., 1991; RIOS; RECIO; VILLAR, 1988). 
Da mesma forma que os métodos por difusão, não é possível obter um 
valor de CIM utilizando o método bioautográfico por CCD. Os resultados, por outro 
lado, são expressos como a mínima quantidade aplicada na placa de CCD que resulta 
em uma inibição visível (MIA ou MIQ). Outra forma é apresentar o resultado como 
diâmetro da zona de inibição (HADACEK; GREGER, 2000). O composto que 
apresentar menor MIA na avaliação bioautográfica não necessariamente apresenta a 
menor CIM na avaliação por diluição, de forma que não é possível correlacionar 
diretamente os resultados de CIM. Por outro lado, os métodos bioautograficos 
apresentam uma melhor sensibilidade que os métodos em diluição, mas são menos 
reprodutíveis (FAVRE-GODAL; QUEIROZ; WOLFENDER, 2013; HADACEK; 
GREGER, 2000; RAHALISON et al., 1991). Frequentemente, para visualização do 
crescimento microbiano, utiliza-se sais de tetrazólio, que muda de cor ao ser 
convertido a formazan por enzimas desidrogenases (DEWANJEE et al., 2015). 
Os métodos bioautográficos por CCD podem ser divididos em três grupos: 
difusão em ágar, bioautografia direta e sobreposição de ágar (BALOUIRI; SADIKI; 
IBNSOUDA, 2016; FAVRE-GODAL; QUEIROZ; WOLFENDER, 2013; RAHALISON et 
al., 1991). Cada um deles será descrito na sequência. 
 
3.5.3.1 Bioautografia por difusão em ágar 
 
Este método também é conhecido por bioautografia por contato e é a 
técnica menos empregada de bioautografia (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016; 
MARSTON, 2011). Após a eliminação do solvente da placa de CCD contendo o 
antimicrobiano separado, a mesma é colocada em uma placa de ágar previamente 
inoculada com o micro-organismo alvo, de modo que o composto antimicrobiano entre 
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em contato com o ágar. Após o contato por alguns minutos ou horas, o composto 
difunde-se no ágar e a placa de CCD é removida, então a da placa de Petri é incubada 
em condições adequadas para o crescimento microbiano (BALOUIRI; SADIKI; 
IBNSOUDA, 2016; MARSTON, 2011; RAHALISON et al., 1991; RIOS; RECIO; 
VILLAR, 1988). Na região onde o antimicrobiano difundiu surge uma zona de inibição 
(FAVRE-GODAL; QUEIROZ; WOLFENDER, 2013). Um dos fatores determinantes da 
aplicação dessa técnica é taxa de difusão dos diferentes compostos testados no ágar, 
sendo um dos principais problemas para avaliação de compostos insolúveis em água 
(MARSTON, 2011). 
 
3.5.3.2 Bioautografia direta 
 
A bioautografia direta é o método mais utilizado entre as três formas de 
bioautografia aqui descritas (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016). A placa de CCD, 
após o desenvolvimento e eliminação do solvente, é inoculada com o micro-organismo 
alvo por spray ou imersão em uma suspensão do micro-organismo (FAVRE-GODAL; 
QUEIROZ; WOLFENDER, 2013; MARSTON, 2011). A bioautografia direta é aplicável 
para micro-organismos que conseguem se desenvolver diretamente na placa de CCD, 
podendo ser aplicada tanto para bactérias como para fungos (MARSTON, 2011). 
 
3.5.3.3 Bioautografia por sobreposição de ágar 
 
A bioautografia por sobreposição de ágar é uma metodologia “híbrida” que 
utiliza os aspectos da bioautografia de difusão e direta, sendo conhecida também por 
bioautografia de imersão. A placa de CCD, após o desenvolvimento e eliminação do 
solvente, é coberta com ágar fundido e da mesma forma que o método de difusão, 
espera-se um tempo para que haja a migração dos compostos da placa de CCD para 
o ágar. O micro-organismo teste é inoculado e este sistema é incubado em condições 
adequadas para o crescimento microbiano (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016; 




4 MATERIAL E MÉTODOS 
4.1 Micro-organismos e manutenção das culturas 
4.1.1 Meios de Cultura 
 
Meio BDA (batata dextrose ágar) HIMEDIA®, seguindo as recomendações 
do fabricante. O meio MA2% (Malte 2% Ágar) consiste em 20 g.L-1 de extrato de malte 
e 15 g.L-1 de ágar (ATLAS, 2010). Meio MEA (Extrato de Malte Ágar) consistindo de 
20 g.L-1 de glicose, 20 g.L-1 de extrato de malte e 15 g.L-1 de ágar (ATLAS, 2010).Meio 
YM (Extrato de Levedura, Extrato de Malte, Glicose) consistindo de 10 g.L-1 de glicose, 
5 g.L-1de peptona, 3 g.L-1de extrato de malte e 3 g.L-1 de extrato de levedura. Quando 
necessário a utilização como meio sólido, adicionou-se 20 g.L-1 de ágar bacteriológico 
(ATLAS, 2010). 
Todos os meios foram esterilizados em autoclave a 121 ºC por 15 minutos 
antes do uso. 
 
4.1.2 Micro-organismo com potencial antifúngico 
 
Neste estudo foi utilizado o fungo filamentoso GV-1 isolado previamente de 
goiaba e selecionado como capaz de inibir o crescimento de A. flavus, A. ochraceus, 
F. verticillioides e P. expansum (KANEMARU, 2014). Este fungo foi identificado por 
técnicas moleculares baseado no sequenciamento do rDNA pela amplificação do gene 
ITS, apresentando 92% de similaridade com o gênero Phaeosphaeria sp. Mesmo com 
baixa similaridade e com a possibilidade de se tratar de uma espécie não catalogada 
no banco de dados, optamos por considerar esta cepa como Phaeosphaeria sp. Para 
o crescimento em meio sólido, a cepa foi cultivada a 25 ºC, por 7 dias, em meio YM 
(vide item 4.1.1). 
 
4.1.3 Fungos filamentosos de interesse agroalimentar (micro-organismos alvo) 
 
As cepas de fungos testadas nesse trabalho (alvo da ação antifúngica) 
estão listadas na Tabela 1. As cepas fúngicas foram obtidas do Laboratório de 
Bioaromas – Faculdade de engenharia de alimentos (FEA) - Unicamp 
(https://www.fea.unicamp.br/dcalaboratorios.html), da Fundecitrus 
(www.fundecitrus.com.br/) ou da Coleção Brasileira de Micro-organismos de Ambiente 
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e Indústria (CBMAI) (http://www.cpqba.unicamp.br/2015-06-11-15-25-40/2015-06-11-
15-32-12.html). 
 







Alternaria sp. CBMAI 0723 BDA 30ºC/ 4 dias CBMAI 
Aspergillus niger 
ATCC 3941 BDA 30ºC/ 5 dias Bioaromas 
ATCC 4846 BDA 30ºC/ 5 dias Bioaromas 
Aspergillus sp. CBMAI 0211 MA2% 30ºC/ 7 dias CBMAI 
Cunninghamella binariae CBMAI 0843 MEA 25ºC/ 4 dias CBMAI 
Colletotrichum acutatum 
Ca142a BDA 25ºC/ 7 dias Fundecitrus 
TQ058A BDA 25ºC/ 7 dias Fundecitrus 
TQ061A BDA 25ºC/ 7 dias Fundecitrus 
Colletotrichum nymphaea CBMAI 0864 MA2% 30ºC/ 8 dias CBMAI 
F. oxysporum 
CCT7620 YM 30ºC/ 5 dias Bioaromas 
152b YM 30ºC/ 5 dias Bioaromas 
Moniliophthora perniciosa CBMAI 0213 BDA 30ºC/ 15 dias CBMAI 
Penicillium sp. CBMAI 0736 MA2% 30ºC/ 8 dias CBMAI 
Phyllosticta. citricarpa 
LRS42/12 BDA 25ºC/ 7 dias Fundecitrus 
Mogi 17 BDA 25ºC/ 7 dias Fundecitrus 
LRS25/98 BDA 25ºC/ 7 dias Fundecitrus 
*Descrição dos meios de cultura encontra-se no item 4.1.1. 
 
4.1.3.1 Manutenção das culturas fúngicas 
 
Todas as cepas foram repicadas periodicamente em meio de cultura, 
temperatura e tempo indicado para o micro-organismo (Tabela 1) e conservadas sob 
refrigeração. As cepas também foram armazenadas em tubos com meio inclinado 
adicionado de óleo mineral e mantidos sob refrigeração. As cepas cedidas pela 
Fundecitrus foram também conservadas pelo método biblioteca, conforme descrito na 
sequência. 
Primeiramente, as cepas foram repicadas em placas de Petri contendo 
BDA e, com o início do crescimento fúngico, pequenos círculos de papel filtro estéreis 
e seco foram colocados assepticamente próximo à cultura em crescimento. Após o 
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crescimento completo do fungo sobre os papeis filtros, estes foram retirados e 
transferidos assepticamente para placas de vidro contendo papel previamente 
esterilizado, onde foram secos a temperatura ambiente por aproximadamente 1,5 
horas em câmara de fluxo laminar. Posteriormente, os papeis de filtro secos foram 
transferidos assepticamente para microtubos contendo sílica gel azul estéril e 
armazenados a -18°C. Todos os materiais foram esterilizados em autoclave (15 
min/121ºC) e secos em estufa (24 h/105ºC). 
 
4.2 Screening da atividade antifúngica 
 
Para avaliar a atividade antagônica do Phaeosphaeria sp. contra os 
diferentes fungos alvo, foi realizado o cultivo de ambos micro-organismos na mesma 
placa, de acordo com o método de cultivo duplo, descrito a seguir (MAHMUD; 
RAHMAN; BEGUM, 2007; MUKHERJEE; RAGHU, 1997; NAWROT, 2013). 
Primeiramente, os fungos alvos da ação antifúngica foram cultivados em 
tubos inclinados contendo os respectivos meios para seu cultivo (Tabela 1, pg.42). Em 
cada um destes foi adicionado 1 mL de solução salina (0,85% NaCl) e, em seguida, 
foi realizada uma raspagem delicada no micélio com auxílio de uma alça de níquel-
cromo para liberação dos esporos fúngicos. Uma alíquota de 0,1 mL dessa suspensão 
de esporos foi inoculada por superfície em placas de Petri contendo o meio BDA. Na 
sequência, no centro desta placa perfurou-se um orifício (5 mm) no qual um plugue 
da cultura do fungo filamentoso Phaeosphaeria sp. GV-1 (5 mm), previamente 
cultivado em placas de YM durante 7 dias, foi adicionado. As placas foram incubadas 
a 25ºC durante 7 dias e após a incubação as placas foram fotografadas e a atividade 
antimicrobiana considerada como o diâmetro médio da área livre de crescimento, 
obtido pela medida (determinada pelo software Image J) de quatro posições diferentes 
(0º, 45º, 90º, 135º) (Figura 4). 
Como os fungos P. citricarpa e M. perniciosa não produziram esporos, 
neste caso a avaliação da atividade antifúngica foi efetuada em meio líquido, conforme 
descrito na sequência. Primeiramente, estas cepas foram ativadas em placas 
contendo BDA e, após 7 dias de crescimento, um fragmento de 1 cm² da cultura 
fúngica foi adicionado em um frasco Erlenmeyer contendo 100 mL de meio YM, 
seguindo-se uma trituração do mesmo com Ultra Turrax IKA T18 Basic (haste 
previamente esterilizada em autoclave a 121 ºC por 15 min). Os Erlenmeyers foram 
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então incubados a 25 ºC/175 rpm em incubadora durante 5 dias. Depois deste período 
de crescimento, o fungo foi homogeneizado com Ultra Turrax IKA T18 Basic e 0,1 mL 
da suspensão resultante foi utilizada para inocular uma placa de BDA. A inoculação 
do Phaeosphaeria sp., a incubação posterior e a análise da atividade antimicrobiana 
ocorreram da mesma forma que descrito acima para os demais fungos alvo (Figura 
4). 
Este conjunto de ensaios foi realizado em três repetições independentes, 
com medições em triplicata para cada repetição. 
 
 
Figura 4. Avaliação da atividade antifúngica do micro-organismo Phaeosphaeria sp. 
contra os fungos alvo. 
 
4.3 Cinética da fermentação 
 
Para a cinética de crescimento e da atividade antifúngica do sobrenadante 
do cultivo do fungo filamentoso Phaeosphaeria sp. em meio líquido, foi avaliado seu 
crescimento, consumo de açúcar e atividade antifúngica ao decorrer da fermentação. 
 
4.3.1 Fermentação em cultivo submerso 
 
Para este ensaio foram preparados frascos tipo Erlenmeyer (um para cada 
coleta de amostra da cinética) contendo 200 mL de meio YM cada. Na sequência, 
adicionou-se em cada frasco o equivalente a um fragmento de 2 cm² da cultura do 
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fungo Phaeosphaeria sp. previamente crescido em placa de Petri, conforme condições 
descritas no item 4.1.3, seguindo-se trituração com Ultra Turrax IKA T18 Basic (haste 
removível previamente esterilizada em autoclave a 121ºC/15 min). 
Os Erlenmeyers foram então incubados a 25 ºC e 175 rpm em incubadora 
tipo shaker. Periodicamente (0, 12, 24, 48, 72, 96 e 120 h), um frasco foi retirado para 
avaliação do crescimento (item 4.3.2) e consumo de glicose (item 4.3.3). O 
sobrenadante da cultura também foi utilizado para avaliar a atividade antifúngica (24, 
48, 72, 96 e 120 h), seguindo a técnica de diluição em ágar (item 4.3.4). O 
procedimento experimental está ilustrado na Figura 5. Este conjunto de ensaios foi 
realizado em três repetições independentes, com cada avaliação realizada em 
triplicata para cada repetição. 
 
 
Figura 5. Fermentação submersa e avaliação da cinética de crescimento e atividade 
antifúngica de Phaeosphaeria sp. 
 
4.3.2 Determinação da biomassa 
 
A determinação de biomassa do fungo foi realizada pelo método de 
secagem em estufa a 105ºC. Para este procedimento, a membrana 0,8 µm (millipore®) 
foi previamente lavado com água deionizada, seco durante 24h a 105ºC e pesado. 
Para medição da biomassa 25 mL do meio de cultivo foi filtrado a vácuo e, na 
sequência, o mesmo foi seco durante 24h a 105ºC, e pesados em balança analítica. 
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Cada medida foi feita em triplicata. Considerou-se P0 e PF as massas dos filtros secos 











4.3.3 Avaliação do consumo de glicose do meio de cultura 
 
O teor de açúcares redutores do meio de cultura durante a fermentação foi 
avaliado pelo método de DNS (ácido dinitrosalicílico) a partir do sobrenadante oriundo 
do procedimento de determinação da avaliação da biomassa (item 4.3.2), seguindo a 
metodologia descrita por Miller (1959). 
 
4.3.4 Avaliação da atividade antifúngica do sobrenadante 
 
A determinação da atividade antifúngica do sobrenadante foi realizado pelo 
método de Poison Food Agar Assay (NUMPAQUE; GIL GONZÁLEZ; DURANGO 
RESTREPO, 2015; SUNDRAM, 2013). Este método foi utilizado para avaliar a cinética 
de produção dos compostos antifúngicos (em termos de “atividade antifúngica”) a 
partir do filtrado resultante da determinação da biomassa (item 4.3.2). Cada uma das 
alíquotas retiradas durante a fermentação (24, 48, 72, 96, 120 h) foi filtrada em 
membranas de éster de celulose 0,8 µm (membrana e porta filtro previamente 
esterilizados em autoclave 121ºC/15 min) e a fração filtrada foi então diluída em meio 
BDA semilíquido (~40°C) em diferentes concentrações (MUKHERJEE; RAGHU, 
1997). Na sequência, 10 mL dos meios em cada uma das diferentes concentrações 
de filtrado foram adicionados em placas de Petri, nas quais o fungo C. acutatum 
TQ058A (selecionado como modelo) foi inoculado por meio de uma picada no centro 
da placa, após a solidificação do meio. Uma placa sem adição do filtrado 
(antimicrobiano) foi empregada como controle do crescimento fúngico. 
Ao final de 7 dias de incubação a 25 °C, as placas foram fotografadas e o 
crescimento fúngico (diâmetro da cultura) foi mensurado utilizando o software livre 
ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/) (item 4.6). O potencial antifúngico (“atividade 
antifúngica”) foi definido como a IC50, ou seja, a concentração de filtrado que resultou 
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em 50% de redução de crescimento radial, quando comparado ao controle. Cada uma 
dessas determinações foi efetuada em triplicata. 
 
4.4 Avaliação do extrato aceto etílico por disco-difusão  
4.4.1 Obtenção do extrato bruto 
 
O extrato bruto contendo o antifúngico foi obtido do sobrenadante do cultivo 
da fermentação submersa (item 4.3.1) no tempo de máxima atividade antifúngica, 
determinado pelo experimento de avaliação da atividade antifúngica do sobrenadante 
(item 4.3.4). 
Inicialmente 50 mL de acetato de etila foram adicionados a 100 mL do meio 
fermentado filtrado em filtro de 0,22 μM (sem células). Após a homogeneização (175 
rpm/1h), a fase orgânica foi separada em funil de separação e a fase aquosa obtida 
foi novamente misturada a mais 25 mL de acetado de etila, passando por outra etapa 
de homogeneização (175 rpm/1h) e separação. Este procedimento de extração da 
fase aquosa foi repetido mais uma vez, de forma que ao final obteve-se um total de 
100 mL de fase aceto etílica após três ciclos de extração. Este extrato foi então 
congelado, de forma que após este processo a água residual do extrato pôde ser 
removida no funil de separação. Ao final, o extrato foi rotaevaporado e o extrato seco 
resultante foi redissolvido em acetato de etila na concentração de 10 g.L-1. Esta 
solução foi chamada de Extrato Aceto etílico Concentrado (EAC). 
 
4.4.2 Avaliação da atividade antifúngica do extrato bruto 
 
Para avaliar a atividade antifúngica do EAC contra os fungos alvos (Tabela 
1, pg.42), foi realizado o teste de disco difusão (ARIKAN; PAETZNICK; REX, 2002; 
BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016). Neste procedimento, 10 μL do EAC (4.4.1) 
foram adicionados em um disco de papel filtro de 5 mm, o qual, após a secagem do 
solvente, foi adicionado em placas de Petri contendo meio BDA previamente inoculada 
com esporos dos fungos alvo (seguindo o procedimento utilizado no item 4.2). As 
placas foram então incubadas a 25 ºC durante 5 dias, quando área livre de 
crescimento formada ao redor de cada disco foi mensurada seguindo o procedimento 
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descrito em 4.2. Discos de papel filtro adicionados de acetato de etila foram utilizados 
como controle. O procedimento experimental encontra-se ilustrado na Figura 6. 
 
 
Figura 6. Procedimento de obtenção do extrato aceto etílico concentrado (EAC) e 
avaliação da atividade antifúngica por disco-difusão. 
 
4.5 Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) pelo método de 
microdiluição (NCCLS, 2002)  
 
Para a determinação da CIM inicialmente seguimos o método de referência 
para testes de diluição em caldo para a determinação da sensibilidade a terapia 
antifúngica dos fungos filamentos (M38-A), traduzida e distribuída pela ANVISA sob 
permissão do CLSI, disponível online em: 
www.anvisa.gov.br/servicosaude/manuais/clsi.asp. 
Este método consistiu na avaliação da capacidade de inibir o crescimento 
fúngico avaliando diferentes concentrações conhecidas diluídas em série em uma 
microplaca de 96 poços, utilizando-se o meio RPMI-1640 (Roswell Park Memorial 
Institute Medium), um meio completamente definido, com vermelho de fenol como 
indicador de pH. A CIM é definida como a menor concentração do agente antifúngico 
que impede o crescimento visível do fungo no teste de microdiluição em caldo, nesta 
metodologia observada pela mudança de cor do indicador de pH presente no meio. 
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4.5.1 Preparo do extrato antifúngico teste. 
 
O acetato de etila do EAC (4.4.1) foi primeiramente eliminado em 
rotaevaporador. O material obtido foi pesado e solubilizado em meio RPMI-1640. Para 
auxiliar a dissolução foram adicionados 5% (v/v) de uma solução de polissorbato 20 
(0,5% v/v). A solução estoque do extrato antifúngico foi preparada na concentração 8 
mg.mL-1, correspondendo a 4 vezes o valor da concentração máxima testada no 
ensaio de determinação da CIM. 
 
4.5.2 Padronização do inóculo para os testes de atividade antifúngica 
 
As culturas fúngicas foram inicialmente cultivadas em meio e condições 
apropriadas descritos anteriormente (Tabela 1, pg.42). Após crescimento e 
esporulação, foram adicionados 3 mL de solução salina 0,85% esterilizada e 2 mL de 
polissorbato 20 a 0,01% (v/v) sobre o micélio fúngico. Na sequência, foi realizado o 
espalhamento e homogeneização da solução na superfície da cultura com o auxílio 
de uma alça para liberação dos esporos. O líquido resultante foi recolhido e filtrado 
em gaze esterilizada para retenção de hifas, obtendo-se assim a suspensão de 
esporos. Em seguida, a absorbância da suspensão de esporos foi mensurada em 
espectrofotômetro a 530 nm e ajustada para uma densidade óptica (DO) de 0,09 a 
0,11 (transmitância de 80 a 82%) para as cepas de Aspergillus sp. e Cunninghamella 
sp, e uma DO de 0,15 a 0,17 para as cepas de Fusarium sp., Colletrotrichum sp. e 
Alternaria sp. A suspensão de esporos padronizada foi diluída 1:50(v/v) em meio 
RPMI-1640, e utilizada nos ensaios de determinação da CIM, correspondendo a uma 
concentração equivalente a 0,4.104 a 5.104 esporos.mL-1. 
 
4.5.3 Determinação da atividade antifúngica pelo método da microdiluição 
 
Na primeira coluna da microplaca de 96 poços consistiu no controle da 
amostra sem micro-organismo, foram acrescentados 50 µL do extrato fúngico 
previamente diluído (item 4.5.1) e 150 µL de caldo RPMI-1640 (sem inóculo). Em cada 
um dos demais poços a partir da segunda coluna foram adicionados 100 µL de caldo 
RPMI-1640. Na sequência foram adicionados 100 µL do extrato antifúngico 
previamente preparado (item 4.5.1) nos poços da segunda coluna. Após 
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homogeneização do conteúdo do poço, 100 µL do mesmo foram transferidos para o 
poço da coluna seguinte, repetindo-se este procedimento até a décima segunda 
coluna, diluição seriada de razão 2. Em seguida foi realizada a inoculação dos fungos 
teste adicionando 100 µL da suspensão de esporos previamente preparada (item 
4.5.2) em cada poço, de forma a se obter concentrações de antifúngicos entre 2.000 
a 1,95 µg.mL-1. Além do controle do extrato antifúngico (sem inóculo), foram incluídos 
o controle do inóculo (sem composto antifúngico) e controle de esterilidade do meio 
(sem inóculo e sem antifúngico). As placas foram incubadas a 30 °C, e observadas 
quanto ao crescimento após 72 h. O procedimento experimental encontra-se ilustrado 
na Figura 7. 
 
Figura 7. Procedimento para determinação da Concentração inibitória mínima por 
Microdiluição (NCCLS, 2002). 
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4.5.4 Determinação da concentração fungicida mínima (CFM) 
 
A CFM do extrato fúngico foi avaliado por meio do plaqueamento em placas 
de BDA de 10 µL do material contido e cada um dos poços da microplaca seguindo a 
metodologia do CSLI (2008). As placas foram incubadas a 25 °C durante 2 dias e 
avaliadas quanto ao crescimento fúngico. 
 
4.6 Obtenção e tratamento de imagens 
 
As fotografias dos experimentos foram obtidas utilizando-se uma câmera 
NIKON D3100 com lente SIGMA Zoom-Master 35-70 mm f/2,8. As condições 
fotográficas utilizadas para fotografia das placas de Petri foram de 70 mm f/2,8, 1/60s 
e ISO 400, com fundo luminoso branco. As medições das imagens foram realizadas 
utilizando-se o software ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/), tendo como escala placa 
de Petri mensurada previamente utilizando um paquímetro. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
5.1 Potencial antagonista do fungo Phaeosphaeria sp. 
 
No presente estudo, a cepa Phaeosphaeria sp. foi testada contra diversos 
fungos de interesse agroalimentar, em especial fitopatógenos. O experimento de 
screening preliminar teve como objetivo avaliar a capacidade da cepa Phaeosphaeria 
sp. inibir o crescimento de diferentes gêneros fúngicos de importância agroalimentar. 
Assim, observou-se que o fungo Phaeosphaeria sp. apresentou amplo 
espectro antifúngicos, sendo capaz de gerar um halo de inibição ao redor de todas as 
cepas fúngicas testadas (figura 8, pg.55), com exceção do fungo Penicillium sp. 
CBMAI 0736. 
A partir das fotografias das placas foram realizadas as medidas de diâmetro 
da área livre ao redor da cepa Phaeosphaeria sp., de forma que os valores médios de 
diâmetro do halo de inibição estão apresentados na Tabela 2. 
Dos micro-organismos testados, o fungo P. citricarpa se mostrou o mais 
sensível, com um halo de inibição de 52,25 a 61,88 mm ao redor do ponto de 
inoculação, dependendo da cepa analisada (Tabela 2). Tal fato tem grande 
importância para a agroindústria devido às crescentes preocupações com a 
propagação do P. citricarpa e os riscos para desenvolvimento de cepas resistentes 
aos fungicidas aplicados (MARTÍNEZ-MINAYA et al., 2015; RODRIGUES et al., 2007; 
USDA, 2010). Assim, consideramos que o fungo Phaeosphaeria sp. se mostra 
promissor para controle de Phyllosticta citricarpa. 
Os fungos M. perniciosa e C. nymphaea também foram bastante inibidos 
pela cepa Phaeosphaeria sp., apresentando um halo de inibição de 42,80 ± 5,75 mm 
e 39,07 ± 4,37 mm, respectivamente (Tabela 2). A capacidade de controlar o M. 
perniciosa é muito interessante, pois este é o principal fitopatógeno na cultura de 
cacau, sendo o agente causal da vassoura de bruxa e é responsável por grandes 
perdas na produção. Atualmente, considera-se que não há formas eficientes e baratas 
para o controle dessa doença e, portanto, o Phaeosphaeria sp. pode ser um agente 
promissor para tal controle (DE ALBUQUERQUE et al., 2010; MEDEIROS et al., 2010; 
SILVA et al., 2010). 
Com uma inibição relativamente menor, embora considerável, os fungos 
Alternaria sp., A. niger, C. acutatum, C. binariae e F. oxysporum, apresentaram uma 
zona de inibição ao redor de 20 mm de diâmetro. Os fungos menos afetados foram 
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Aspergillus sp. (CBMAI-0211), com a menor zona de inibição dentre os fungos inibidos 
(15,01 ± 2,17), e o Penicillium sp., cujo crescimento não foi inibido (Tabela 2). O fato 
de este micro-organismo apresentar maior resistência é compreensível, dado que o 
mesmo tem sido empregado em testes de resistência fúngica, de forma que tenha 
sido provavelmente selecionada como uma cepa reconhecidamente resistente 
(ATCC, [s.d.]; CBMAI, 2006). 
 
Tabela 2. Zona de inibição do Phaeosphaeria sp. contra diferentes fungos avaliados. 
Espécie Cepa 
Média halo de 
Inibição (mm)* 
Alternaria sp. CBMAI 0723 19,45 ± 1,77 
Aspergillus sp. CBMAI 0211 15,01 ± 2,17 
A. niger 
ATCC 3941 21,27 ± 2,12 
ATCC 4846 23,90 ± 2,56 
Cunninghamella binariae CBMAI 0843 19,45 ± 3,79 
Colletotrichum acutatum 
Ca142a 21,32 ± 1,28 
TQ058A 20,23 ± 1,51 
TQ061A 17,77 ± 1,63 
Colletotrichum nymphaea CBMAI 0864 39,07 ± 4,37 
F. oxysporum 
152b 20,03 ± 1,99 
CCT7620 21,03 ± 3,19 
M. perniciosa CBMAI 0213 42,80 ± 5,75 
Penicillium sp. CBMAI 0736 ND  
Phyllosticta citricarpa 
LRS42/12 57,83 ± 2,64 
Mogi 17 52,25 ± 9,18 
LRS25/98 61,88 ± 3,16 
(ND) Atividade não detectada; * Média de 9 placas com 4 medições por placa. 
 
Com este ensaio também foi possível observar que cepas de mesmo 
gênero ou espécie aparentemente apresentaram resultados distintos, sendo alguma 
mais ou menos susceptíveis ao efeito antifúngico do Phaeosphaeria sp. Este é o caso, 
por exemplo, de Aspergillus sp., aparentemente mais resistente que as cepas de A. 
niger avaliadas. Uma diferença mais evidente ocorre comparado os halos observados 
para C. acutatum e C. nymphaea (Tabela 2). Assim, é razoável supor que caso sejam 
avaliadas outras espécies fúngicas de algum gênero testados neste estudo, 
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resultados diferentes (maior, menor ou mesmo nenhuma inibição) poderá ocorrer. 
Dessa forma, outros Penicillium sp. de interesse agrícola eventualmente podem ser 
sensíveis. 
Em diversos trabalhos na bibliografia o método crescimento duplo (Dual 
culture assay) é empregado na fase de screening para selecionar micro-organismos 
com potencial antifúngico. Neste procedimento os dois micro-organismos (alvo e 
teste) são cultivados na mesma placa, sem entrar em contato durante a inoculação, e 
a interação entre eles durante o crescimento mútuo é avaliada. Normalmente, o micro-
organismos alvo utilizado é um fungo filamentoso que apresenta um crescimento 
radial rápido. Esta técnica também permite avaliar micro-organismos que não geram, 
uma zona de inibição, mas que conseguem se sobressair sobre o fungo alvo 
(MARZANO; GALLO; ALTOMARE, 2013; NAWROT, 2013; ŽIVKOVIĆ et al., 2010). 
Durante os testes preliminares foi constatado que os diferentes fungos alvos utilizados 
apresentavam crescimento radial muito distintos, alguns apresentando crescimento 
lento, como P. citricarpa. Outras espécies, como C. binariae, mostraram-se capazes 
de dominar a placa em apenas alguns poucos dias, tornando difícil a aplicação do 
método crescimento duplo em todos os fungos testes. Por este motivo, optamos por 
utilizar a técnica de crescimento duplo de forma modificada no screening. 
O teste de cultivo duplo aplicado no presente estudo, apresentou algumas 
vantagens em relação ao teste de cultivo duplo normal. Por exemplo, foi possível 
verificar que a atividade antifúngica da cepa Phaeosphaeria sp. apresentou ação tanto 
na germinação de esporos como também sobre o crescimento das hifas, uma vez que 
a zona livre de crescimento indica que após a germinação dos esporos fora da área 
afetada, os mesmos não foram capazes de avançar sobre a área livre de crescimento. 
Este fato é bastante curioso e pode indicar a presença de mais de uma substância 
ativa produzida pela cepa Phaeosphaeria sp., há exemplo de alguns compostos 
antifúngicos conhecidos, como a griseofulvina, afetam o crescimento fúngico, 
enquanto outros, como a estrobilurinas, possuem atividade maior sobre esporos e 
baixa capacidade de inibir o crescimento das hifas (BARTLETT et al., 2002; GROVE; 
MCGOWAN, 1947). Assim, pode-se inferir que o(s) composto(s) produzidos por 
Phaeosphaeria sp. foram capazes de inibir tanto a germinação dos esporos 
inoculados bem como o avanço dos esporos germinados fora da área livre de 
crescimento sobre a mesma. Adicionalmente, a técnica escolhida para este screening 
permitiu avaliar e verificar a atividade para todos os fungos testados, independente da 
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velocidade de crescimento dos mesmos, fornecendo uma boa prévia da atividade 
sobre as diferentes linhagens testadas. 
 
 
Figura 8. Interação do fungo Phaeosphaeria sp. (centro da placa) contra os fungos 
alvos: (A) Alternaria sp.; (B) A. niger ATCC3941; (C) A. niger ATCC4846; (D) 
Aspergillus sp.; (E) Cunninghamela binariae; (F) Colletotrichum acutatum; (G) C. 
nymphaea; (H) F. oxysporum CCT7620; (I) F. oxysporum 152b; (J) M. perniciosa; (K) 
Penicillium sp.; (L) Phyllosticta citricarpa. 
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Os fungos inoculados a partir de micélio do cultivo submerso, M. perniciosa 
e P. citricarpa (Figura 8.), aparentemente foram mais afetados que os fungos 
inoculados por suspensão de esporos. Dessa forma, supomos que a atividade 
antifúngica do Phaeosphaeria sp. seja maior sobre as células vegetativas que sobre 
os esporos, entretanto mais estudos são necessários para confirmar tal hipótese. 
 
5.2 Cinética da fermentação de Phaeosphaeria sp. em meio liquido.  
 
Tendo em vista os resultados obtidos no experimento de screening, o fungo 
C. acutatum TQ058A foi escolhido como modelo para monitorar a atividade antifúngica 
do Phaeosphaeria sp. durante crescimento em fermentação submersa. Sua escolha 
foi devido a sua susceptibilidade intermediária, quando comparada aos outros fungos 
testados, além da relativa facilidade de cultivo/esporulação do mesmo. Os resultados 
de cinética de crescimento, de consumo de glicose e de atividade antimicrobiana 
podem ser visualizados na Figura 9. 
É possível observar que aproximadamente nas primeiras 36 horas de 
fermentação o fungo Phaeosphaeria sp. ainda está em adaptação (fase lag), 
caracterizada pelo baixo/nenhum consumo de glicose e aumento de biomassa. Entre 
aproximadamente 36 horas e 96 horas, o fungo apresentou fase exponencial de 
crescimento e, a partir de então, o crescimento e o consumo de glicose se 
estabilizaram (fase estacionária). No que se refere à atividade do sobrenadante sobre 
o crescimento do C. acutatum, foi observado que a mesma acompanhou o 
crescimento fúngico, de forma que atividade mostrou-se associada ao crescimento, 
algo comumente associada a metabólitos primários (MOSS, 2011). 
Na produção de griseofulvina por exemplo, apresenta comportamento 
diferente ao observado para o Phaeosphaeria sp. desse estudo, Calam, Ellis e 
Mccann (1971) demonstraram em seus experimentos que a produção de griseofulvina 
iniciava-se na fase estacionaria do crescimento fúngico aumentando rapidamente 
após o consumo total do nitrogênio, algo normalmente observado no metabolismo 




Figura 9. Cinética de crescimento do fungo Phaeosphaeria sp. em meio YM e atividade 
do sobrenadante sobre o crescimento radial de Colletotrichum acutatum.  Glicose 
residual no meio de cultura;  crescimento do fungo Phaeosphaeria sp. (massa seca); 
 atividade antifúngica (IC50). 
 
O estudo cinético de processos fermentativos é de grande importância, 
uma vez que fornece dados importantes para a produção de compostos de origem 
microbiana. Trichoderma spp. é um dos gêneros fúngicos mais conhecido e estudado 
para produção de compostos antifúngicos e como agente de biocontrole, sendo 
conhecido desde 1934 a capacidade de produzir metabolitos voláteis e não voláteis 
capazes de inibir diversos fungos. (ABO-ELYOUSR; ABDEL-HAFEZ; ABDEL-RAHIM, 
2014; DENNIS; WEBSTER, 1971; MARZANO; GALLO; ALTOMARE, 2013; RAHMAN; 
BEGUM; ALAM, 2009; SHARMA; SINGH; SINGH, 2009). Em um dos estudos de 
Trichoderma sp., isolado de escleródios contaminados de Sclerotium rolfsii, Mukherjee 
e Raghu (1997) testaram o meio de cultura fermentado, contra S. rolfsii, utilizando a 
técnica de incorporação do extrato de cultura filtrado no meio de plaqueamento. Os 
resultados obtidos indicaram inibição do crescimento radial para S. rolfsii variando 
entre 33,4% até 58,1%, dependendo das condições de fermentação e de antibiose. 
Dennis e Webster (1971) estudaram a cinética de produção de compostos 
antifúngicos não voláteis produzido por diferentes cepas de Trichoderma spp. e 


















































da fermentação a atividade ao final de 10 dias reduzia-se drasticamente comparado 
ao máximo.  
 
 
Figura 10. Atividade de diferentes concentrações do sobrenadante da fermentação 
(96h) sobre o crescimento do Colletotrichum acutatum TQ058A. (A) 100 mL.L-1; (B) 25 
mL.L-1; (C) 6,25 mL.L-1; (D) 1,56 mL.L-1; (E) 0,39 mL.L-1; (F) 0,10 mL.L-1; (G) Controle.  
 
No presente estudo, por outro lado, a atividade antifúngica aumentou 
continuamente até se estabilizar (por volta de 96h). Após 96h de fermentação, foi 
possível obter uma atividade antimicrobiana capaz de inibir em 100% o crescimento 
de C. acutatum (Figura 10) incorporando 100 mL.L-1 de sobrenadante da fermentação 
no meio de cultura. Como não houve aumento significativo na atividade antifúngica 
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após 96h de fermentação, obtida de diferentes diluições do sobrenadante sobre o 
crescimento radial, definimos que este seria o tempo de máximo para a produção dos 
antifúngicos de Phaeosphaeria sp. por fermentação. 
Mais recentemente, Sundram (2013) utilizou o método de Poisoned Food 
Agar Assay para testar a atividade antifúngica de 40 isolados de Elaeis guineenses 
(Dendezeiro). A maior atividade foi obtida por um micro-organismo identificado como 
Trichoderma spp, que foi capaz de inibir 100% do crescimento radial do cogumelo 
Ganoderma boninense com a incorporação de 80% do extrato da fermentação 
submersa em placas de BDA. Entretanto, a incorporação de 20% do sobrenadante da 
fermentação resultou em um máximo de 27,84% de inibição do crescimento. KUMAR 
e KAUSHIK (2013), isolaram cepas de Colletotrichum truncatum endofíticos de folhas 
de Jatropha curcas, uma planta de clima subtropical e tropical utilizada para produção 
de óleo. Segundo os autores, o C. truncatum apresentou grande atividade contra S. 
sclerotiorum e, por esse, ele foi avaliado em termos de atividade antimicrobiana dos 
extratos etílico acético e metanólico. Os resultados obtidos mostraram uma inibição 
de 78,8% e 83,3% de inibição no crescimento radial para as concentrações de 1 g.L-1 
e 0,5 g.L-1, respectivamente. 
 
5.3 Atividade antifúngica do extrato aceto etílico (EAC) de Phaeosphaeria sp. 
 
A partir dos dados da cinética de crescimento e atividade antifúngica (5.2), 
o tempo de fermentação de 96 h foi definido como ótimo para máxima atividade 
antimicrobiana do sobrenadante da cultura de Phaeosphaeria sp. Portanto, a partir do 
sobrenadante de 96 h do processo de fermentação, foi realizada a extração com 
acetato de etila, para o preparo do EAC (item 4.4.1) Este EAC, na concentração de 
100 µg por disco, foi capaz de inibir a 12 de 14 fungos-testados, os valores de halos 
de inibição estão apresentados na Tabela 3 obtidos a partir das fotografias das placas. 
Dos fungos testados por disco-difusão apenas os fungos Penicillium sp. e 
Aspergillus sp. foram resistentes e não foram observados halos de inibição. Isso já 
era esperado tendo em vista que na avaliação direta do fungo (Item 5.1) esses dois 
fungos apresentaram as maiores resistências, quando comparados aos demais. 
Todos os outros fungos foram inibidos, embora o fungo F. oxysporum 152b tenha 
apresentado um halo de inibição evidente, mas não possível de ser mensurado. Para 
os demais fungos testados, obteve-se uma correlação linear forte (r = 0, 0,7349) 
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(Apêndice D) entre os dados de halo de inibição do extrato (Tabela 3) e os dados de 
halo de inibição no ensaio de screening (Tabela 2, pg.53). 
 




Alternaria sp. CBMAI 0723 13,07 ± 1,74 
A. niger 
ATCC 3941 16,21 ± 1,93 
ATCC 4846 17,98 ± 2,47 
Aspergillus sp. CBMAI 0211 ND 
Cunninghamella binariae CBMAI 0843 13,78 ± 2,25 
Colletotrichum acutatum 
Ca142a 17,21 ± 2,74 
TQ058A 15,62 ± 1,84 
TQ061A 16,26 ± 2,41 
Colletotrichum nymphaea CBMAI 0864 17,37 ± 2,20 
F. oxysporum 
152b ANQ 
CCT7620 14,66 ± 1,93 
M. perniciosa CBMAI 0213 22,69 ± 3,76 
Penicillium sp. CBMAI 0736 ND 
Phyllosticta citricarpa LRS42/12 61,77 ± 7,19 
(ND) Atividade não detectada; (ANQ) Ativo mas não quantificável. *Média de 9 placas, 3 disco por 
placa com 4 medições por halo de inibição.  
 
Assim, de acordo com os resultados do experimento anterior (screening, 
Tabela 2, pg.53), o fungo Phyllosticta citricarpa continuou sendo o mais sensível, 
apresentando um halo de inibição muito semelhante ao observado no experimento de 
screening da atividade antifúngica (4.2). 
O resultado de zona de inibição indica o potencial de inibição para o fungo 
P. citricarpa. Entretanto, os resultados obtidos neste trabalho não puderam ser 
comparados a estudos anteriores, pois não foram encontrados dados de outros 
compostos contra esse fungo. Mesmo assim, consideramos que o Phaeosphaeria sp. 
é muito promissor no controle dos fungos da citricultura, pois mostrou-se capaz de 
inibir “in vitro” dois dos principais fitopatógenos em Citrus, isto é P. citricarpa e C. 
acutatum (Figura 11) (RODRIGUES et al., 2007; SREENIVASAPRASAD; 
TALHINHAS, 2005; USDA, 2010). 
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Figura 11. Atividade do extrato aceto etílico (EAC) do fungo Phaeosphaeria sp. por 
disco-difusão contra os fungos alvos. : (A) Alternaria sp.; (B) A. niger ATCC3941; (C) 
A. niger ATCC4846; (D) Aspergillus sp.; (E) Cunninghamela binariae; (F) 
Colletotrichum acutatum; (G) C. nymphaea; (H) F. oxysporum CCT7620; (I) F. 
oxysporum 152b; (J) M. perniciosa; (K) Penicillium sp.; (L) Phyllosticta citricarpa. 
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É importante destacar que os resultados aqui relatados referem-se a um 
extrato não purificado. Dessa forma, é razoável supor que após processos de 
separação e purificação do(s) composto(s) ativo(s) haja uma maior inibição contra os 
fungos testados. Na literatura há um grande número de trabalhos que testaram 
compostos isolados e extratos de fungos, a maior parte deles avaliando seu potencial 
contra Candida albicans (ALVES et al., 2013). Para fungos filamentosos, Arnone et al. 
(1995) produziram e separaram o composto asteromina oriundo de um fungo do 
gênero Mycosphaerella. Também empregando a técnica de disco-difusão usando 100 
µg de extrato por disco, tais autores evidenciaram atividade antifúngica para Ustilago 
maydis e Geotrichum candidum, com zonas de inibição de 20 e 14 mm de diâmetro 
respectivamente.  
Em outro trabalho, Hosoe et al. (2011), isolaram e testaram o composto 
anishidiol, que exibiu atividade antifúngica contra A. fumigatus, A. niger, C. albicans e 
C. neoformans obtendo-se zonas de inibição de 12, 16, 21 e 13 mm de diâmetro, 
respectivamente. No artigo que relatou a descoberta de uma das classes mais 
importantes de fungicidas, as estrobilurinas, Anke et al. (1977) utilizaram discos 
contendo 1 e 10 µg de estrobilurina, os quais foram avaliados quanto à atividade 
antifúngica contra A. panamensis, C. albicans, Paecilomyces varioti, P. notatum, 
Rhodotorula glutinis e Saccharomyces cerevisae. Os halos de inibição obtidos 
variaram de 10 mm, para P. varioti com 1 µg de estrobilurina, até 56 mm, para S. 
cerevisae com 10 µg de estrobilurina. Outro dado interessante é que mesmo com esse 
aumento de 1 µg para 10 µg, não houve um aumento de inibição considerável para o 
A. panamensis, isto é, a zona de inibição passou de 22 para 28 mm, respectivamente. 
De forma análoga, para R. glutinis, a zona de inibição passou de 30 para 35 mm, 
respectivamente (ANKE et al., 1977). 
 
5.4 Concentração inibitória mínima e concentração fungicida mínima (CIM/CFM) 
 
O EAC do Phaeosphaeria sp. (item 5.3), também foi avaliado quanto à 
atividade antimicrobiana por microdiluição em caldo para determinar os valores de 
CIM e CFM. Nesse experimento, partindo-se de uma concentração máxima de 2,0 g.L-
1, foi testado uma única cepa de cada micro-organismo alvo, tendo em vista que nos 
experimentos anteriores as mesmas espécies apresentavam halos de inibição 
similares (Tabelas 2 e 3, pg.53 e 60). Os fungos P. citricarpa e M. perniciosa, não 
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foram testados devido à não produção de esporos durante seu crescimento, 
característica esta necessária para seguir o protocolo proposto (NCCLS, 2002). 
Porém, como o extrato apresentava cor amarelada e o método utilizado evidencia o 
crescimento fúngico pela mudança de cor do meio de cultura de vermelho (vermelho 
de fenol) para amarelo, não foi possível obter o valor da CIM visualmente na 
microplaca. Portanto, foi realizado o plaqueamento do conteúdo dos poços em placas 
de Petri para avaliação da CFM (Figura 12). Os resultados estão apresentados na 
Tabela 4.  
 
Tabela 4. Concentração fungicida mínima (CFM) do extrato aceto etílico de 
Phaeosphaeria sp. contra fungos alvo. 
Micro-organismo Cepa CFM (g.L-1) 
Alternaria sp.  CBMAI 0723 1 
A. niger ATCC 3941 1 
Colletotrichum acutatum Ca142a 0,5 
Cunninghamella binarieae CBMAI 0843 0,5 
Colletotrichum nymphaea CBMAI 0864 0,25 
F. oxysporum CCT7620 0,5 
 
Os fungos Alternaria sp. e A. niger foram os micro-organismos mais 
resistentes, apresentando uma CFM de 1 g.L-1, enquanto o C. nymphaea foi o fungo 
mais sensível, apresentando uma CFM de 0,25 g.L-1. Neste caso, não houve relação 
linear entre CFM e halo de inibição no ensaio de disco-difusão. Apesar de os fungos 
A. niger, C. acutatum e C. nymphaea terem apresentado resultados muito similares 
no ensaio de disco-difusão (Tabela 3, pg.60), ou seja, 17,98 ± 2,47, 17,21 ± 2,74 e 
17,37 ± 2,20 mm respectivamente, os resultados para CFM foram muito diferentes, 
isto é, 1; 0,5 e 0,25 mg.mL-1, respectivamente. Isso pode ter ocorrido devido as 
diferenças metodológicas dos experimentos: no experimento de disco-difusão, os 
micro-organismos foram incubados a 25 ºC, enquanto na determinação da CFM a 
temperatura foi de 30 ºC. Outro fator que pode ter influenciado na variação de 
resultados pode estar relacionado ao meio de cultivo utilizado nos experimentos: 
enquanto na avaliação por disco-difusão foi utilizado BDA, na avaliação por 
microdiluição em caldo utilizou-se o meio de cultivo totalmente definido RPMI-1640. 
Porém, outra importante hipótese pode estar relacionada aos efeitos: eventualmente 
há efeitos fungicidas mais presentes em C. nymphaea, enquanto que para A. niger 
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prevalecem o efeito fungistático. Entretanto, considerando o experimento de screening 
da atividade antifúngica (Tabela 2, pg.53) o fungo C. acutatum foi o fungo mais 
sensível dentre os testados para CFM, com uma zona de inibição de 39,07 ±4,37 mm. 
 
 
Figura 12. Avaliação da concentração fungicida mínima (CFM) do extrato aceto etílico 
(EAC) do fungo Phaeosphaeria sp. contra os fungos alvos: (A) Concentrações; (B) A. 
niger; (C) Cunninghamela binariae; (D) F. oxysporum CCT7620; (E) Alternaria sp.; (F) 
Colletotrichum nymphaea (G) Colletotrichum acutatum. 
 
Na Figura 12 é possivel observar uma relação dose-resposta, ou seja, as 
colônias dos fungos testados são mais inibidas conforme a concentração do extrato 
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aumenta. Tal fato é particularmente evidente para os fungos F. oxysporum (Figura 
12D), Alternaria sp. (Figura 12E) e C. acutatum (Figure 12G). Isso ocorre pois a 
transferência do conteúdo do poço para a realização da CFM envolve a transferencia 
do(s) agente(s) antifúngico(s), que continua(m) em contato e mantém(êm) sua ação 
contra o micro-organimo alvo. 
Em um estudo com óleos essenciais, Resende (2014) avaliou o antifúngico 
comercial Cercobin® (da classe dos benzimidazóis) contra os fungos Alternaria 
alternata, Alternaria solani, Mucor hiemalis, Venturia pirina, Aspergillus flavus, Botrytis 
cinerea e C. gloeosporioides (posteriormente reclassificado como Colletotrichum 
nymphaea), obtendo valores de CIM de 0,5, 0,5, 2,0, 1,0, 0,25, 1,0 e 1,0 g.L-1, 
respectivamente. Normalmente, os valores obtidos de CIM são menores que os 
valores de CFM. Assim, observa-se que os valores obtidos para o CFM do extrato de 
Phaeosphaeria sp. são comparáveis ao fungicida comercial. Adicionalmente, levando-
se em consideração que o extrato apresenta diversas substâncias, é provável que o 
valor de CIM e CFM para o composto ativo seja menor do que o relatado no presente 
trabalho, ou seja, podem ser mais ativos que do fungicida comercial. 
Em um estudo com diferentes fungicidas para controlar C. gloeosporioides 
em morango, Gulliano, Garibaldi e Romano (1985) testaram diversos fungicidas: 
benomil, captafol, captan, clorothalonil, diclofluanida, dicloran, etaconazole, iprodione, 
mancozeb, procloraz, thiram, tolclofos-metil e vinclozolin. Desses, cinco 
apresentavam CIM maior que 1 g.L-1, seis entre 0,1 a 1 g.L-1,o etaconazole apresentou 
CIM de 10 mg.L-1 e procloraz com 3 mg.L-1. Este estudo também indica que os 
resultados obtidos para Phaeosphaeria sp. estão, pelo menos, na mesma ordem de 
grandeza que alguns dos fungicidas comerciais. 
Em um estudo com outro antifúngico, o carbedazim, Khandare (2014), 
avaliou 12 isolados de Alternaria alternata de feno grego e obteve CIM variado entre 
5 g.L-1 a 2,5 g.L-1. Comparativamente, o presente estudo obteve CFM de 1 mg.mL-1 
para a o EAC fermentado do para o fungo Alternaria sp. 
Existem poucos relatos na literatura descrevendo a capacidade de 
produção de metabolitos antifúngicos por cepas de Phaeosphaeria. Em 1993, durante 
um screening de antibióticos e antifúngicos, Xiao et al.(1993) identificaram o composto 
rousselianona A produzido por fermentação por Phaeosphaeria rousseliana, que 
demonstrou apenas atividade antifúngica in vivo contra espécies fúngicas 
fitopatogênicas. O composto apresentava uma cor amarelada sendo solúvel em 
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acetato de etila. No Brasil, em um estudo sobre fungos endófiticos associados à 
Orchidaceae, Vaz et al. (2009) isolaram de Habenaria setacea uma cepa de 
Phaeosphaeria avenaria, cujo extrato de fermentação mostrou atividade 
antimicrobiana contra leveduras e bactérias, entretanto o pesquisador não avaliou 
contra fungos filamentosos. 
Ainda que as concentrações de CFM obtidas não sejam extremamente 
baixas, deve-se levar em consideração que o extrato testado se trata de uma mistura 
de compostos produzido pelo metabolismo do fungo, cujas concentração no extrato 
não são conhecidas. Entretanto, pode-se inferir que o(s) composto(s) isolado(s) 
provavelmente terá(ão) uma melhor atividade antifúngica e fungicida quando 
purificado(s). Além disso, as condições utilizadas para o crescimento do fungo 
Phaeosphaeria sp. podem não ter sido as ideais para produção do(s) composto(s) 
antifúngico, tal como o método escolhido para a extração e solvente utilizado podem 
não ter extraído o(s) composto(s) de forma eficiente, afetando o resultado final da 
CFM. Ou seja, estudos de otimização da produção e recuperação dos compostos 
podem gerar atividades antifúngicas ainda maiores que as relatadas no presente 
trabalho. Apesar disso, os resultados se mostram promissores e mais estudos devem 





O fungo Phaeosphaeria sp. mostrou capacidade de inibir 15 das 16 cepas 
pertencentes a 8 gêneros fúngicos diferentes. Tal fato demonstra uma ampla 
especificidade de sua ação antifúngica.  
Durante a fermentação submersa a 25°C/175 rpm, o máximo de atividade 
antifúngica observada para Phaeosphaeria sp. foi em 96 horas, sendo também o início 
da fase estacionaria do crescimento do fungo. 
Apesar de não ter sido possível obter um valor de CIM para o EAC do meio 
YM, o mesmo demonstrou CFM variando de 0,25 a 1 g.L-1 dependendo do fungo 
testado: Alternaria sp, F. oxysporum, A. niger, C. acutatum, C. nymphaeae e C. 
binarie. A CFM obtida apresenta valores compatíveis com os observados para 
fungicidas comerciais. Observou-se que o fungo C. nymphaea foi o mais sensível 
durante a avaliação por microdiluição, com uma CFM de 0,25 g.L-1. 
Não foi possível avaliar as CIM e CFM para os fungos P. citricarpa e M. 
perniciosa, mas os resultados de inibição por disco-difusão sugerem que possam 
apresentar valores baixos de CIM e CFM. 
Diante dos expostos, os resultados aqui apresentados são muito 
promissores, este trabalho representa uma etapa inicial para o desenvolvimento da 
descoberta/produção de (provavelmente) um novo composto com antifúngicas, algo 
potencialmente interessante para a indústria agroalimentar. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
O presente trabalho corresponde à fase inicial do desenvolvimento de 
novos compostos antifúngicos com possível aplicação na indústria agroalimentar. Há 
ainda uma série de estudos necessários para avançar neste sentido, dentre os quais 
vale destacar:  
• Isolamento e caracterização química do(s) composto(s) ativo(s). 
• Estudo da toxicidade do(s) composto(s) ativos frente a plantas e animais. 
• Estudo dos mecanismos de ação da atividade antifúngica (caso o 
composto pertença a uma classe desconhecida). 
• Avaliação de outras atividades biológicas de interesse, como as 
atividade antibacteriana e anticâncer, por exemplo. 
• Otimização da produção do(s) composto(s) ativo(s). 
• Estudo da produção em substratos de baixo custo e/ou resíduos 
agroindustriais. 
• Aumento de escala (scale-up) do processo de fermentação. 
• Pesquisa de formas eficientes e economicamente viáveis para extração 
e purificação do(s) composto(s) ativos. 
• Testes in vivo e em campo para avaliar possibilidades comerciais. 
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Apêndice A – Dados da atividade antifúngica durante a fermentação em meio 
YM 
% de inibição do crescimento radial de C. acutatum  
Log2(24h) Log4 Tempo (h) 
6,64 6,64 24 h 48 72 96 120 
5,64 4,64 43% 63% 91% 98% 98% 
4,64 2,64 32% 50% 62% 71% 78% 
3,64 0,64 21% 42% 52% 60% 58% 
2,64 -1,36 15% 30% 31% 44% 47% 
1,64 -3,36 5% 13% 21% 33% 33% 
6,64 6,64 4% 6% 7% 8% 7% 
a 0,0808 0,0576 0,0808 0,0828 0,0858 
b -0,1364 0,2451 0,3055 0,3875 0,3946 
r² 0,9623 0,9909 0,9759 0,9821 0,9885 
IC100 14,06 13,11 8,60 7,40 7,06 
[ ] IC100 (μL.mL-1) 17131,41 8815,97 386,76 168,59 133,06 
IC50 7,88 4,43 2,41 1,36 1,23 
[ ] IC50 (μL.mL-1) 234,95 21,49 5,30 2,56 2,34 
(a)(b) Coeficientes da regressão linear; (r²) Coeficiente de determinação; (IC) Índice 
de inibição; [ ] concentração 
 
Apêndice B – Dados da glicose durante a fermentação em meio YM 







0 14,08 12,45 12,93 13,15 0,84 6% 
12 13,17 12,27 13,02 12,82 0,48 4% 
24 13,81 12,33 13,65 13,26 0,81 6% 
36 13,45   12,95 13,20 0,35 3% 
48 12,43 10,65 11,80 11,63 0,90 8% 
60     10,77 10,77    
72 8,27 5,34 6,49 6,70 1,48 22% 
84     4,12 4,12    
96 1,51 0,55 2,46 1,51 0,96 64% 
120 1,04 0,00 1,97 1,00 0,99 98% 




Apêndice C – Dados da cinética de crescimento durante a fermentação em meio YM 
 
Tempo (h) 0 12 24 36 48 60 72 84 96 120  
 0,0720* 0,1707 0,4533  1,5956  4,2707  5,8147 6,0440  
 0,1400 0,2200 0,3067 0,8187 1,7400 2,1680 4,1613 4,3053 5,3613 4,6253  
 0,1013 0,2160 0,2707 0,6120 1,5840  3,5880  5,0107 5,8150  
MÉDIA 0,1044 0,2022 0,3436 0,7153 1,6399 2,1680 4,0067 4,3053 5,3956 5,4948  
DESVIO 
PADRÃO 
0,0341 0,0274 0,0967 0,1461 0,0869  0,3666  0,4031 0,7616 
 
CV 33% 14% 28% 20% 5%  9%  7% 14%  




Apêndice D – Correlação entre inibição por dois diferentes ensaios (fungo e extrato) 
 
 









































Halo de inibição (mm) no ensaio com o extrato
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ANEXO 
 
 
